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so INTRODUCC ION GENERAL Y OBJETI VOS 
M E C A N I S M O S  M O L E C U L A R E S  D E  
A C C I O N  D E  L O S  C O R T I C O I D E S  
E S T R U C T U R A  Q U I M I C A  
Desde e l  pun to  de  v i s t a  q u i m i c o ,  s e  c o n s i d e r a b a  como t i -  
pos  d e  mo lGcu la s  g l u c o c o r t i c o i d e s  ( G C )  a  l a s  d e l  g r u p o  d e l  c o r -  
t i s o l  y l a  c o r t i c o s t e r o n a  ( C O R T )  y d e  m o l 6 c u l a  m i n e r a l o c o r t i c o i -  
d e  ( M C )  a  l a  1 1 - d e s o x i c o ' r t i c o s t e r o n a  ( D O C ,  f i g u r a  1-1). La com- 
p a r a c i o ' n  d e  l a s  c u a t r o  fo ' rmu la s  s u p e r i o r e s  d e  l a  f i g u r a  m u e s t r a  
una c o r r e l a c i 6 n  e n t r e  e s t r u c t u r a  p l a n a  y a c c i 6 n  b i o l i j g i c a ,  que  
g u a r d a  c i e r t a  v i g e n c i a .  Las  c a r a c t e r i s t i c a s  comunes de  e s t o s  e s -  
t e r o i d e s  s o n  su  g r u p o z c e t o n a  e n  C 3  , u n  d o b l e  e n l a c e  e n t r e  C4,,y 
C 5 ,  una f u n c i 6 n  c e t o n a  e n  C20 y u n  h i d r o x i l o  e n  C 2 1 .  El C11 o-  
x i d a d o  a  a l c o h o l  o  c a r b o n i l o  p a r e c e r f a  m a r c a r  l a  d i f e r e n c i a  e n -  
t r e  GC y M C .  A1 o b s e r v a r  l a  fo 'rmula d e  l a  a l d o s t e r o n a  (ALDO),  
u n  M C  c a s i  1 0 0  v e c e s  mis p o t e n t e  que D O C ,  se  o b s e r v a  que  tam- 
biPn p o s e e  u n  h i d r o x i l o  e n  C 1 1 ,  s in  embargo s u  forma a l d e h i d i c a  
o  " a b i e r t a "  s e  h a l l a  e n  e q u i l i b r i o  con t a u t 6 m e r o s  c f c l i c o s  en  
' 1 0 s  c u a l e s  e l  a l d e h f d o  a n g u l a r - . e n  C 1 8  i n t e r a c c i o n a  con  1 0 s  h i -  
d r o x i l o s  e s t 6 r i c a m e n t e  c e r c a n o s .  E n  1 0 s  f l u i d o s  b i o 1 6 g i c o s  e l  
e q u i  1  i b r i o  s e  ha1 1  a  d e s p l  a z a d o  h a c i a  a1 guno d e  e s t o s  t a u t 6 m e r o s ,  
v e r i  f i c z n d o s e  e n t o n c e s  l a  a u s e n c i a  de  h i d r o x i l o  o  c a r b o n i l o  e n  
Cort icosterona Cortisol 
1 1 -Desox icorticosterona 
"DOC" 
Fiqura 1-1 : E s t r u c t u r a s  p l a n a s  de c o r t i c o i d e s .  
En la parte superior se muestran l a s  estructuras de GC : cor- 
ticosterona y cortisol , por deba j o  l a  de MC : 11-desoxicorticosterona, 
17-hidroxi-11-desoxi-corticosterona (MC sub6ptirno) y a1 dosterona con 
sus forrnas abiertas y cicl  icas (hemiac6tal i cas )  [1] . 
EFECTOS FISIOLOGICOS 
Acci6n d e  1 0 s  G C  en d i s t i n t o s  t e j i d o s  
Los G C  son hormonas s i s t 6 m i c a s  que r e g u l a n  e l  m e t a b o l i s -  
mo de l a  m a y o r i a  de l a s  c 6 l u l a s  d e l  o r g a n i s m o .  S u s  a c c i o n e s  
pueden c l a s i f i c a r s e  en a n a b 6 l i c a s  y c a t a b G l i c a s ,  e x i s t i e n d o  
o t r a s  f u n c i o n e s  d e l  s i s t e m a  n e r v i o s o  ( S N )  que no s e  e n c u a d r a n  
en e s t o s  c o n c e p t o s .  
La a c c i d n  a n a b o ' l i c a  ( d e  s i n t e s i s )  e s  e j e r c i d a  p r i n c i p a l -  
mente  en e l  higado, r i f i6n  y pulm6n.  E n  e l  h i g a d o  y r i i i 6 n  f a v o r e -  
cen  l a  g l u c o n e o g 6 n e s i s  a  p a r t i r  de  a m i n o d c i d o s  c i r c u l a n t e s  i n -  
d u c i e n d o  l a s  t r a n s a m i n a s a s  que 1 0 s  c o n v i e r t e n  en  a - c e t o d c i d o s ,  
p r e c u r s o r e s  de  l a  g l u c o s a .  Las enz imas  c l a v e s  d e  l a  g l u c o n e o -  
g g n e s i s .  ( p i r u v a t o  c a r b o x i l  a s a ,  f o s f o e n o l  p i r u v a t o  c a r b o x i q u i n a s a  
y g l u c o s a - 6 - f o s f a t a s a )  tambiCn son  i n d u c i d a s ,  f a v o r e c i e n d o  e l  
d e p 6 s i t o  d e  g l u c 6 g e n o  y e l  aumento  de  l a  g l u c e m i a .  La h i p e r g l u -  
cemia p r o d u c i d a  e s  f a c i l i t a d a  ademds p o r  l a  i n h i b i c i 6 n  de  l a  
c a p t a c i d n  de  g l u c o s a  en a q u e l l o s  t e j i d o s  donde  a c t 6 a n  como a -  
g e n t e s  c a t a b 6 1 i  c o s  . E n  e l  r i f i 6 n ,  ademds d e  s e r  g l  u c o n e o g e n s t i -  
c o s ,  1 0 s  G C  a c t i v a n  l a  f i l t r a c i 6 n  g l o m e r u l a r .  E n  e l  pulmo'n a -  
c e l e r a n  l a  maduracio 'n  en e l  f e t o  y  aumentan  l a  s i n t e s i s  de  f o s -  
f o l  i p i d o s .  
La a c c i 6 n  c a t a b 6 l  i c a  ( d e  d e g r a d a c i 6 n )  s e  r e a l  i z a  en e l  
t e j i d o  a d i p o s o ,  l i n f o i d e , c o n e c t i v o ,  m u s c u l a r ,  c u t s n e o  y 6 s e o .  
Los G C  d e g r a d a n  l a s  p r o t e i n a s  y l i p i d o s  l i b e r a n d o  a  l a  s a n g r e  
a m i n o d c i d o s ,  g l  i c e r o l  y h c i d o s  g r a s o s .  
E n  l a  t a b l a  1-1 s e  enumeran  l a s  a c c i o n e s  e s t i m u l a n t e s  o  
k, -,,h+ - -,.A 
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,-a ; ,T$*d.  : 2 %:,ns8. T a b l a  1-1: E f e c t o s  e s t i m u l a n t e s  e i n h i b i t o r i o s  d e  1 0 s  G C .  i: 9, ; ;;- >.: 
r:.: .zp . * 
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i n h i b i t o r i a s  de l o r  GC, La i n h i b i c i o ' n  de Ta rispuesta: i n m u n i -  
- 
1 
I' . . t a r i a ,  a n t i - i n f l a m a t o r i a  y. a n t i - a l g r g i c a  es l a  que ha gene rado  una a m p l i a  a p l i c a c i 6 n  de 1 0 s  G C  en l a  fa rmaco1ogTa c l i n i c a  y  
L a s  a c c i o n e s  n e r v i o s a s  de  1 0 s  G C  i n c l u y e n  l a  r e g u l a c i 6 n  
. - 
d e l  c o m p o r t a m i e n t o  y l a  c o n d y c t a ,  camb ios  e n z i m z t i c o s ,  1  a  modu- 
l a c i 6 n  de  1 0 s  fendmenos e l g c t r i c o s  y l a  r e t r o a l i m e n t a c i 6 n  nega-  
t i v a  s o b r e  l a  s e c r e c i o ' n  h i p a f i s a r i a  de ACTH [ 2 ] . E s t a s  a c c i o n e s  
* - 
- .  
.: I 
s e r i n  d e t a l  l a d a s  mbs adelante, ;  ,?  a. . - - -  
, &"-. :; 
t r  , , *z2*k?+k:-::g2$*.~$& >r, ,+* , - , - 
-rr. .)%$".'.%' .< ,Y --T-T,- c. f i s i o l o ' g i c o s  de  Tas;GC:"en eT es t re ' s ,  . ,. , .  
- - .  
I * 
- - 
-. *.- - - 
L o s  n i v e l e s  de GC aumentan marcadamente e n  r e s p u e s t a  a1 
e 'st re 's p r o d u c i d o  p o r  a l t e r a c i o n e s  en l a  h o m e o s t a s i s ,  A e s t o s  
n i v e l e s  e l e v a d o s  se 1es  ha  a s i g n a d o  t r a d i c i o n a l m e n t e  l a  f u n c i o ' n  
de  aumen ta r  l a  r e s i s t e n c i a  d e l  o r g a n i s m 0  a1 e s t r e ' s .  c o n t r a r i a -  
mente a  l a  i d e a  de que l a  f u n c i o ' n  de  1 0 s  GC e s  f a c i l i t a r  1 0 s  
mecanismos de defensa,  ca.da vez r e s u l  t a  ma's e v i d e n t e  que a n i -  l - -. 
- -a - v e l e s  moderados  o  e l e v a d o s  Tos GC p r o d u c e n  su s u p r e s i 6 n .  E s t a  
p a r a d o j a  s u r g i 6  cuando se d e s c u b r i 6  que 10s  G C  e r a n  a g e n t e s  an -  
t i - i n f l a m a t o r i o s  y ha pe rmanec ido  como o b s t d c u l o  en l a  t a r e a  de 
u n i f i c a r  l a s  f u n c i o n e s  de 10s  GC. 
~ u n c k  y c o l .  [ 3 ]  han p r o p u e s t o  que 1as.  a l t a s  c o n c e n t r a c i o -  
nes de G C  i n d u c i d a s  en e l  e s t r 6 s  no p r o t e g e n  c o n t r a  l a s  causas  
d e l  mismo s i n o  c o n t r a  l a s  r e a c c i o n e s  n o r m a l e s  d e l  o r g a n i s m 0  a1 
e s t r g s ,  i m p i d i e n d o  que e l l a s  mismas se  d i s p a r e n  y amenacen l a  
h o m e o s t a s i s .  E s t a  h i p 6 t e s i s  e x p l i c a  l a  p a r a d o j a  p l a n t e a d a  y p r o -  
vee a l a  f i s i o l o g i a  de 10s  G C  de un  c o n c e p t 0  u n i f i c a d o  de sus 
9 -  f . : -* , :.-. 
. . .. .? 
.. . '. m - - -  
. - . - 8 .  , 
. - 
7 1 ., , 
. . , . .  8 1 -  
!a*,.-', ;' - ," . . - . 
- .  f , u n c i o n e s  . q u e  p u e d e  r 
. .-! . .- . 
f i s i o l p g i c o s  y f a r m a c o -  
. --,,.<. . 
. ,  
. . 
' I $ g i c o s . t a n  d i v e r s o s  como e l . m e t a b o l i s m o  d e  1 0 s  h i d r a t o s  d e  
c a r b o n o ,  1 0 s  p r o c e s o s  i n f l a m a t o r i o s ,  e l  " s h o c k "  y e l  b a l a n c e  
I h f d r i c o .  E s t e  mode lo  t a m b i s n  p r o p o n e  q u e  l a s  e n z i m a s  i n d u c i d a s  
p a r  1 0 s  GC s o n  a g e n t e s  d e t o x d f l c a n f e s - d e  .. . m e d i a d o r e s  p r o d u c i d o s  
d u r a n t e  e l  e s t r g s  como mecanismo d e  d e f e n s a ,  p u d i e n d o  c a u s a r  d a -  
no s i  no  s a n  s o m e t i d o s  a u n a  . r e g " l a c i 6 n  p o s t e r i o r .  
t a b 0 1  f-smo m i n e r a l  e n  el~ 'organfsmdd Prymo 
* . .. Z- .:a * , . 
. ._ - 
s o d i o  y c u a n t i t a t i v a m e n t e  Tos- d e m b s  e f e c t o s  d e  e s t a s  h o r m o n a r  
. ( 2 -  : - - '. 
' L  con0 e l  c o n t r o l  d e  l a  r e t e n c i d n :  -, d e  p g u a  y e l  d e  l a  e ~ i n i n b c i b n  - - _  
C. . * .- - ,-.?-eF;>>-. . - \ . - , .  *L \ . . z->-* A 
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Los  MC t i e n e n  t a m b i & n  e f e c t o  s o b r e  eT c o m p o r t a m i e n t ~ ,  
' 0 -  
s i e n d o  e l  e j e m p l o  , c l  h s i c o  12 r e g u l  a c i b n  d e  l a  f n g e s t a  d a - s a l  -. . - .  . T . - 
R a j a s  d o s f s  d e  MC d i s m i n u y e n  eT a p e t i t o  s a l  i n o  d e  r a t a s  a d r e n o -  
L A  . 
I ' 
. \ , \ . r ; ,  - - 7 9  - 0 .  
p r i v a s ,  m i e n t r a s  q u e  c o n c e n t r a c . f o n 6 s  m a y o r e s  p r o d u c e n .  e l '  e f e c t o  
1 ,nverso .  O t r o s  e f e c t o s  d e s c r i p t o s  i n c l u y e n  c a m b l o s  e n  l o +  elec- 
t r o l i t o s  c e r e b r a l e s ,  e n  edema c e r e b r a 1 , l a  a c t i v i d a d  e l e c t r i c a  
d e  l a s  n e u r o n a s  y m e c a n i s m o s  d e  r e t o a l i m e n t a c i b n  s o b r e  l a ' s e ' c r e -  
c i d n  d e  A C T H  [ 4 ]  .. * 
M E C A N I S M O S  DE A C C I O N  
Los c o r t i c o i d e s  s e  s i n t e t i z a n  e n  l a s  g l Z n d u l a s  a d r e n a l e s .  
E n  e l  hurnano l a  zona  g l o m e r u l o s a  p r o d u c e  A L D O ,  m i e n t r a s  q u e  l a  
I C . a p ,  . - % I  -.. . 7 +* f a s c i c u l a d a - r e t i c u l a r .  p r o d u c e  cor-tisoT-;: e n ' - ~ a .  r a t a  l a  GOO tam- - 
.-=- >. - < 
. ..i , 
I fe'n s e  s i n t e t i z a  e n  Ta g l o m e r u ~ o s a ,  m i e n t r a s  que l a  f a s c i c u -  
I , T a d a - r e t i c u l a r  produce  su  p r i n c i p a l  G C :  l a  C O R T . .  
El compuesto madre de 1 0 s  c o r t i c o i d e s  e s  e l  c o T e s t e r o 1 ,  
, - 1  -f 
. v 
* ;:,,;.;::c . 
a . s  . que  puede s i n t e t i z a r s e  de  novo a p a r t i r  d e  a c e t a t o  o  p r o v e n i r  . 
* -. \'-2 - d l  
. - 
de  l a  cap tac io 'n  deTL c o l  e s t e r o l e  p l a sma ' t i co ,  p o s i  b l  emen te  l a  fuen-  
t e  ma's  i m p o r t a n t e -  Las m o l & c u l a s  d o n a n t e s  d e  c o l e s t e r o l  a l a  
4 ... 
.,. *-- a d r e n a l  son Tas 1  i p o p r o t e f n a s  d e  ba ja d e n s i d a d  (LDL) y. d e  a1  - ;*: * = '. 
. : . . . - - <. -% .;- -<:.-, G P; . . 
l e s ,  s e  d e p o s i t a  en  el c i t o p l a s m a  en forma d e  
- - 
a . - 
. -  .- . . 
. - 
. . 
.. . -., . 
..'ma c o l  e s t e r o l  e s t e r a s a  . 
. . 
- 
v ouede h i d r o l  i z a r s e  a  c o l  e s t e r o ' l .  1  i b r e  p o r  acc io 'n  d e  Zat- en2.T'-- 
7 - - ,,-.,Z7&mii 
La s T n t e s i s  comienza en Ta,s m i t o c o n d r i a s  con l a - . r u p t u r a  i C . 
s. .* 
. . 
de l a  cadena  l a t e r a l  d e l  c o l e s t e r o l  por  un s i s t e m a  m u ~ t i e n z i -  
. * ', 
.. . - .- '. 5. 
\,'-. m d t i c o  que  l o  h i d r o x i l a  pr imer0  en el C Z O  ; l u e g o  en  - C22 y f i -  
-< - . ..-- 
I. ._ 
na lmen te  una desmolasa  l p  c o n v i e t t e  en  p r e g n e n o l o n a  y b&do 
i s o c a p r o i c o .  La formacio'n de. 10.s c o r t i c o i d e s  t i e n e  l u g a r  por  
a c c i 6 n  c o n c e r t a d a  d e  enz imas  microso 'micas y m i t o c o n d r i a l e s  a  
p a r t i r  de l a  p regneno lona  [ 2 ]  - 
T r a n s p o r t e  
Los G C  n a t u r a l e s  f o r m a n ~ c o m p l e j o s  con l a s  p r o t e i n a s  d e l  
s u e r o .  ET comple jo  e n t r e  el GC y l a s  p r o t e l ' n a s  s g r i c a s  e s t h  e n  
e q u i l  i b r i o  d indmico;  s u  . i s o c i a c i 6 n  I- e s  esponta 'nea  y se. d i , s o c i a  
f h c i l m e n t e .  en  u n  medio f i s i o l o ' g i c o .  E x i s t e n  t r e s  p r o t e t ' n a s  que 
unen GC: a lb i jmina ,a l -g l i copro teTna  S c i d a  y t r a n s c o r t i n a  (tam- 
*.-.-f Fa. ,-.- --*-.7.r * l.l- 
- *. . I  , . .  .f 
bie'n l l amada  C B G ,  " c o r t i c o s t e r o i d  b i n d i n g  g l o b u l i n " ) . L a  a f i n i -  
dad de  e s t a s  p r o t e i n a s  por .  1 0 s  G C  d e p e n d e .  de l a  t e m p e r a t u r a ,  . 
e s  mayor a  4 "C que a  37  "C. C o r t i s o l  y C O R T  son u n i d o s  p r e f e -  
r e n t e m e n t e  por t r a n s c o r t i n a ;  cuando 1 0 s  n i v e l e s  de  c o r t i s o l  p l a s -  
ma't ico,  que normalmente son de 10-20 p g / d l ,  supe ran  1 0 s  30-40 . F .  I 
r J. 
.- 
y g / d l ,  e l  e x c e s o  e s  t r a n s p o r t a d o  por  l a  albGmina. E n  c o n d i c i o -  
nes  normales  , e l  c o r t i s o l  c i r c u l a  un ido  a  t r a n s c o r t i n a  en  u n  
77 ,3  % , m i e n t r a s  q u e  l a  albiimina ,. . u n e  15 % y  e l  7 ,7 % r e s t a n t e  
i%&jjg 
se  e n c u e n t r a  1  ibre .  De a c u e r d o  a. l a  r e g l a  de  l a  p o l a r i d a d ,  l a  
L - 
. .s .- 
. . P 
. . 
a f i n i d a d  de t r a n s c o r t i n a  pbr' C O R T ' ~ ~  m a y o r " q u e p a r i  c o r t i s o l . .  
La i 'mpor tanc ia  de l a s  pro teCnas  s e ' r i c a s  t r a n s p o r t a d o r a s  
de G C  r a d i c a  en que l a  hormona b i o l d g i c a m e n t e  a c t i v a  e s  l a  l i -  
b r e  y no l a  un ida  a  p r o t e i n a s .  E s t e  hecho s e  m a n i f i e s t a  en  l a  
mayor p o t e n c i a  b i o l 6 g i c a  d e  1 0 s  e s t e r o i d e s  s i n t e ' t i c o s ,  cdmo l a  
I 
dexametasona (DEX),que no s e  unen a  t r a n s c o r t i n a  y s e  e n c u e n t r a n  
a 
l i b r e s  en l a  c i r c u l a c i 6 n  [5], 
E n  p r i n c i p i o  s e  r econoce  a  l a  albilmina como l a  mbs impor-  
- 
t a n t e  de l a s  p r o t e i n a s  p las rnZt icas  c a p a z  de  u n i r  y t r a n s p o r t a r  
ALD0. [6 ] .Ex i s t en  tambi6n e v i d e n c i a s  que l a  A L D O  c i r c u l a  e n  f o r -  
ma no un ida  ,?n una p r o p o r c i 6 n  de 30-40 %, e l  r e s t o : . e s t a r i a  l i -  
gad0 a  ' d o s  p r o t e i n a s :  a1 bdmina y t r a n s c o r t i n a  [ 7 ] .  
E s t r u c t u r a  de 1 0 s  r e c e p t o r e s  i n t r a c e l u l a r e s  . 
Los p r i m e r o s  pasos  de l  mecanismo d e  a c c i d n  de 1 0 s  G C  en 
s u s  c e ' l u l a s  e f e c t o r a s  son conoc idos  r a z o n a b l e m e n t e  b i e n ,  El 
e s t e r o i d e  s e  une en forma r e v e r s i b l e  a  su r e c e p t o r ,  que e s  una 
p r o t e i n a  i n t r a c e l u l a r  01 igome'r ica,  formando una uni6n no c o v a -  
, . . -,--. s,:,; 7*..-:. - a .  ., >;.-; 
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' l e n t e  d e  a l t a  a f i n i d a d ,  con una c o n s t a n t e  d e  d i s o c i a c i 6 n  ( ~ d )  I :q 
. *:k~-:; $ L ! :  - e n  e l  o r d e n  d e  nM [ 8 ] . B a j o  c i e r t a s  c o n d i c i o n e s  puede s u f r i r  un 
proce . so  de  t r a n s f o r m a c i 6 n  ( tambiCn l l a m a d o  a c t i v a c i o ' n )  med ian -  
t e  e l  c u a l  e l  c o m p l e j o  h o r m o n a - r e c e p t o r  a d q u i e r e  l a  c a p a c i d a d  
ic-. i . 
--#-.:. . 
- 
- 2 .  -. p=f2. : *' d e  i n t e r a c c i o n a r  con l a  c r o m a t i n a  y  m o d i f i c a r  l a  e x p r e s i 6 n  ge-  
A . 3 7  "C 1 0 s  G C  e n t r a n  a  l a  c tS lu la  en  s e g u n d o s ,  p r o b a b l e -  
men te  p o r  s i m p l e  d i f u s i 6 n ,  a  t r a v g s  . d e  l a  membrana c i t o p l a s m d - -  




a  [ l o ] .  La e n t r a d a  mediada  p o r  t r a n s p o r t a d o r e s  puede  o c u r r i r  
~ ~ ~ * % ~ % ~  ; - .  
. ,  2 . '  
. 7. 
..,", . - ;: -"=,*v *+*"&+* - *  . 
a i g u n o s  s i s t e m a s  p e r o  p a r e c e  no t e n e r  una f u n c i d n  r e g u T a d o s  A?.# 
, . -  4 
r a .  
P r o p i e d a d e s  f f s i c o - q u f m i c a s :  El l s s t u d i o  d e  l a s  
. 
d e s  f f s i c o - q u f m i c a s  d e  1 0 s  compTejos  h o r m o n a - r e c e p t o r  ha 
I 
l a d o  que  e x i s t e n  m u l t i p l i c i d a d  de  f o r m a s .  Segiin e l  
7 




p l e j o  n a t i v o  ( h o l o - r e c e p t o r  o  c o m p l e j o  no t r a n s f o r m a d o ) ,  e s t a -  - .  
.- - 
b i l i z a d o  po r  i o n e s  m o l i b d a t o ,  e s  u n  t e t r a ' m e r o  muy a s i m g t r i c o  
con u n  p e s o  m o l e c u l a r  de  320-350 kD y  un c o e f i c i e n t e  d e  s e d i m e n -  
t a c i 6 n  ( s ~ ~ , ~  ) d e  9 -10 .  El d imero  s e r f a  un i n t e r m e d i a r i o  poco 
e s t a b l e  y e l  mon6mero e l  c o m p l e j o  t r a n s f o r m a d o .  E s t o s  comple-  
j o s  p o d r i a n  a s o c i a r s e  a r i b o n i i c l e o p r o t e i n a  formando a g r e g a d o s  
o  b i e n  d e g r a d a r s e  p r o t e o l  i t i c a m e n t e  o r i g i ~ n a n d o  f r a g m e n t o s  me- 
n o r e s .  El menor f r a g m e n t o ,  que  c o n t i e n e  a l  s i t i o  de  u n i 6 n  e s  
una e s t r u c t u r a  g l o b u l  a r  d e  pe so  m o l e c u l a r  20-25 kD denominado 
m e r o - r e c e p t o r  . 




x I 0  
- 
P r o l a d o  
Agregados 
Merorreceptor 
F i g u r a  1 - 2  : M o d e l o  d e  f o r m a s  d e  r e c e p t o r  d e  h o r m o n a s  e s t e r o i d e s  
d e  M .  Sherman .  
Se represen tan  con c i r c u l o s  r e l l e n o s  10s fragmentos g l obu la res  que li- 
gan l a  hormona, 10s c i r c u l o s  punteados i n d i c a n  l a  p o s i b l e  presencia de s i t i o s  
ad i c i ona les .  Los segmentos rec tangu la res  denotan 10s fragmentos a s i m e t r i c o s  
de l a  molecula y l a s  conecciones e n t r e  e l  10s 10s s i t i o s  sens ib l es  a  p ro teasas .  
RNP represents r i bonuc leop ro te i na  o  fragment0 r ibosomal  que se une a  un nSme- 
r o  (n )  desconocido de subunidades de recep to r .  S ~ O , ~  : c o e f i c i e n t e  de sedimen- 
t a c i h ,  Rs : r a d i o  de Stokes, Mr : peso mo lecu la r  y a/b : l a  r e l a c i 6 n  a x i a l  de 
un e l i p s o i d e  p r o l a d o  hidrodini imicamente equ i va len te  [Tornado de Sherman y c o l . ,  
J. B i o l .  Chem. 258 : 10366-10377 (1983)]. 
en t i m o c i t o s  e n t e r o s  y e s t a b i l i z a d o s  por  mol i 'bdato ,  o b s e r v a n d o  
d o s  e s p e c i e s  p r i n c i p a l e s  que i d e n t i f i c a r o n  corno e l  r e c p t o r  no 
t r a n s f o r m a d o ,  con 1  a s  p r o p i e d a d e s  h i d r o d i n d m i c a s  de l  t e t r g m e r o  
p r o p u e s t o  por Sherman y c o l .  [ I l l ,  y e l  r e c e p t o r  t r a n s f o r m a d o .  
c o i n c i d e n t e  con e l  mono'mero d e l  mismo modelo.  Un t e r c e r  'cornPo- 
n e n t e  rnenor f u e  i d e n t i  f i c a d o  como e l  m e r o - r e c e p t o r .  
i* 
- El r e c e p t o r  ha s i d o  p u r i f i c a d o  u t i l i z a n d o  su p rop iedad  
se a  A D N  en su fo rma  t r a n s f o r m a d a , ~  por  c r o m a t o g r a f i a  
- 7 .  . - -  - 
idad  o b t e n i e n d o  l a  forma no t r a n s f o r m a d a  [13,14L,Se- $ . - . .- han 
--<-, 2- *--.y-r: - 
b:. =%*& 
o  a n t i c u e r p o s c  pol i c l o n a l e s  El51 r n o n o c 1 o ~ a l e s  [I61 u t i -  " 
kT. *::. 
l i z a d o s  pa ra  e s t u d i a r  s u  e s t r u c t u r a . ' C o m o  s e  mues t ra  en Ta f i -  
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e e l  s i t i o  de  u n i f n  p a r a - e i ' 2 e s t e r o i d e ,  e l  B e t Z s f t l o  d e  p,ta = 
, +>.-y.. .Y-.- . - .%. * , 
-. * :*I - -? ?. . =* 
unidn pa ra  e l  A D N  y e l  dominio C - e l  s i t i o  d e  reconocimien ' to  pa-  
r a  u n  a n t i c u e r p o  p r e p a r a d o  en c o n e j o s  c o n t r a  e l  r e c e p t o r  p u r i -  
f i c a d o  de higado de r a t a .  E s t o s  t r e s  d o m f n i o s  s e  s e p a r a n  p o r  I - t r a t a m i e n t o  de l  r e c e p t o r  con enzimas  p r o t e o l i t i c a s .  E l  dominio  
C s e  puede s e p a r a r  d e  1 0 s  a n t e r i o r e s  por  t r a t a m i e n t o  con a - q u i -  
m o t r i p s i n a  s e g u i d o  de f i l t r a c i 6 n  en ge l  de a g a r o s a  o c r o m a t o g r a -  
fTa en ADN-celulosa. La pErdida  de l  dom.inio C ,  t a l  corno s e  ha 
observado en c i e r t o s  c l o n e s  de l in foma  de r a t 6 n ,  r e s u l t a  em r e -  
s i s t e n c i a  a  l a  a c c i 6 n  hormonal .  - -- 
Grupos f u n c i o n a l e s .  La i n h i b i c i 6 n  d e  l a  uni6n d e l  e s t e r o i d e  
p roduc ida  por  e l  f o s f a t o  de p i r i d o x a l  y l a  1 , Z - c i c l o h e x a n o d i o -  
na [ 1 7 ]  parecen i n d i c a r  l a  p r e s e n c i a  de r e s i d u o s  de a r g i n i n a  y 
l i s i n a  que podr ian  e s t a r  i n v o l u c r a d o s  en l a  u n i 6 n .  
~a=oina Tripsina 
Dominio A: Contiene sitio de union para el ligando. 
8: Contjene dtio de union para AON. 
* C: Cont~ene el determinante inmunol6gico. 
F i q u r a  1 - 3  : D o r n i n i o s  d e l  r e c e p t o r  d e  G C .  
E l  r e c e p t o r  presenta t r e s  dominios, cuyas propiedades se i n d i c a n  
en l a  f i g u r a .  Los t r e s  dominios pueden separarse po r  a c c i 6 n  de e n z i -  
mas p r o t e o l  f t i c a s  y de e x t r a c t o s  1 isos6micos. [Tornado de C a r l s t e d t -  
Duke y col . ,  Proc. N a t l .  Acad. Sc i .  USA 79 : 4260-4264 (1982)l. 
14 
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1  r e c e p t o r  d e  G C  e s  una moT6cula r o s t o r i  l a a d .  L ~ s  pri: 
r .  
lmeras e v i d e n c i a s  de  l a  f o s f o r i l a c i d n  d e l  r e c e p t o r  f u e r o n  a p o r -  
t a d a s  por Munck y col  . [ l a ]  q u e - p r o p u s i e r o n  tin r e c i c l a d o  de 
r e c e p t o r e s  d e p e n d i e n t e  de l a  c a r g a  e n e r g 6 t i c a  de l a  c 6 l u l a .  
P o s t e r i o r m e n t e  s e  comprobo' e l  e f e c t o  de l a s  f o s f a t a s a s  y s u s  : 4 j! 
i n h i b i d o r e s  [ 1 9 , 2 0 ]  s o b r e  l a  c a p a c i d a d  de unibn de l  r e c e p t o r  
y su t r a n s f o r m a c i b n .  La p r e s e n c i a  d e  grupos  f o s f a t o s  en e l  
r e c e p t o r  no t r a n s f o r m a d o  qued6 demost rada  por marcac i6n  con 
. I _ .  - 
- - 
3, l 
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por e l i ~ t r o f o r . 8 s i n . e n  ge1e5 d e  p o l  i a c i i l a m i d a  
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Los r e c e p t o r e s  de G C  de hfgado y t imo son s e n s i b l e s  "1 
a  r e a c t i v o s  de g rupos  s u l f h i d r i l o s .  El t r a t a m i e n t o  d e  1 0 s  &.- i: 
> .,.r.,%- a 
> .a:,b=-*<: 
- r e c e p t o r e s  l i b r e s  con e s t o s  a g e n t e s  i n h i b e  l a  uni6n  d e l = e s -  
_ . -  _ 
I 2 * .  - t e r o i d e .  TambiZn s e  e n c o n t r 6  q u e  r e a c t i v o s  e s p e c l ' f i c o s  de  
grupos s u l f h i d r i l o s  i n h i b e n  l a  uni6n d e l  comple jo  t r a n s f o r -  
I mado a  ADN-celulosa, € s t u d i o s  r e a l i z a d o s  u t i l i z a n d o  c romato -  
g r a f i a  s o b r e  m a t r i c e s  r e a c t i v a s  con s u l f h i d r i l o s  e v i d e n c i a -  
ron l a  p r e s e n c i a  de  s u l f h i d r i l o s  d i f e r e n t e s  i n v o l u c r a d o s  enl , 
l a  uni6n de l  r e c e p t o r  con e l  e s t e r o i d e  y de l  comple jo  t r a n s -  
formado con e l  A D N  [ 2 2 ] .  
F a c t o r e s  e s t a b i l i z a n t e s  de 1 0 s  r e c e p t o r e s  
Los r e a c t i v o s  r e d u c t o r e s ,  p r o t e c t o r e s  de s u l f h i d r i l o s ,  
t a l e s  como e l  d i t v o t r e i t o l  (DTT) y el 2-mercap toe tano l  e s t a -  
b i l i z a n  l a s  p r e p a r a c i o n e s  de r e c e p t o r  de acuerdo  a1 r e q u e r i -  
miento de e s t o s  g r u p o s .  O t r o s  f a c t o r e s  ag regados  r u t i n a r i a -  
mente a  10s medios de incubaciBn son e l  g l i c e r o l  que d i s m i -  
r E m  ' ?I - >  nuye l a  d i s o c i a c i o ' n  de l a  hormona de l  comple jo ,  y e l  E D T A  que 
a1 s e c u e s t r a r  c a t i o n e s  d i v a l e n t e s  i n h i b e  l a s  p r o t e a s a s  c a l c i o -  
- 
d e p e n d i e n t e s .  
O t ro  f a c t o r  e s t a b i l i z a n t e  muy u t i l i z a d o  a  p a r t i r  de 1 a s  
o b s e r v a c i o n e s  de P r a t t  y su grupo [19] e s  e l  m o l i b d a t o  y o-  
t r o s  o x i a n i o n e s  de  1 0 s  m e t a l e s  d e  t r a n s i c i o ' n  d e l  grupo VI A 
coma el  t u n g s t a t o  y el v a n a d a t o -  Este e f e c t o  p r o t e c t o r  puede 
- -  - A  - 
_- ,I 
* c- $.- - ' - 
a t r i b u i r s e  a  d i v e r s o s  f a c t o r e r ' t a l e s  como l a  i n h i b i c i d n  d e  
:;,-'c-.Ix ";.: - . . . - >  - , - - 
- .-- . . _  -
f b s f a t a s a s  y- p r o t e a s a s  y-  tambie'n a. t r ave ' s  de una i n t e r a c c i o ' n  
d i r e c t a  con e l  r e c e p t o r  [23]. 
El l a b o r a t o r i o  de P r a t t  ha d e s c r i p t o  l a  p r e s e n c i a  de u n  
it f a c t o r  end6geno t e r m o e s t a b l e  que  impide l a  i n a c t i v a c i 6 n  (per- d ida  de l a  capac idad  de u n i r  a1 - e s t e r o i d e )  y l a  t r a n s f o r m a c i 6 n [ 2 4 ,  
1 25;]. E s t e  f a c t o r  ha s i d o  i d e n t i f i c a d o  como t i o r r e d o x i n a ,  p l a n -  - !,% 
tea 'ndose que l a  inac t ivac l iBn y l a  t r ans fo rmac io 'n  son  p rocesos  d 
s e n s i b l e s  a  una r e d u c t a s a  t i o r r e d o x i n a - d e p e n d i e n t e  [ 2 5 ] .  
Otro  f a c t o r  t e r m o e s t a b l e  impide l a  d e g r a d a c i d n  d e , l o s  
complejos hormona-receptor  en c i t o s o l e s  de t imo y c e ' l u l a s  de 
leucemia l i n f o c i t i c a  aguda .  Se comprobo' que e s t e .  f a c t o r  e s  l a  
ca l  p a s t a t i n a ,  i n h i b i d o r  n a t u r a l  de una fami.1 i a  de  p r o t e a s a s  
n e u t r a s  c a l c i o - d e p e n d i e n t e s  denominadas c a l p a r n a s  [26], 
Transformacidn del  compl e j o .  hormona-receptor  
Ls p r o t e i n a  r e c e p t o r a  puede s e r  c o n s i d e r a d a  como e l  v e r -  
dadero  mediador en l a  a c c i 6 n  d e  1 0 s  G C .  La hormona s e r i a  un 
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l i g a n d o  a l o s t 6 r i c o  que promueve 1  a  t r a n s f o r m a c i o ' n  de l  coit~pl e -  
j o  hormona r e c e p t o r  a  su conformacio'n con mayor afin;;,.; + o r  
e l  A D N .  E s t e  e v e n t o  f u e  d e s c r i p t o  pr imer0  en s i s t e m a s  l i h r e s  I de c g l u l a s ,  e x i s t i e n d o  a c t u a l m e n t e  e v i d e n c i a s  que o c u r r e  en 
I .A c 6 l u l a s  i n t a c t a s  [ 2 7 ] .  E s t o s  e s t u d i o s  han s i d o  r e a l i z a d o s  
u t i l i z a n d o  l a  p r o p i e d a d  de 1 0 s  r e c e p t o r e s  no t r a n s f o r m a d o s  que 
quedan mbs r e t e n i d o s  en  i n t e r c a m b i a d o r e s  a n i 6 n i c o s  que 1 0 s  
t r a n s f o r m a d o s .  E s t a  p r o p i e d a d  e s  c o n s e c u e n c i a  de  l a  e x p o s i c i 6 n  
d e  c a r g a s  p d s i t i v a s  s o b r e  l a  s u p e r f i c i e  d o  l a  moli5cula que o-  
- , 
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,, c u r r e  en 1  a  t r ans fo rmac io 'n  ,. f a v o r e c i e n d o  1  a  Pnteracc io 'n-  con 
pol i a n i o n e s ,  e n t r e  e l l o s  e l  A D N ,  La r e s o l u c i 6 n  de  e s t a s  f o r =  
- .  . 
i 
. - 
.-), . . I  : i :,. . . mas d e  r e c e p t o r e s  ha s i d o  f a c i l i t a d a  por  e l  h a l l a z g o  que-- , rye  . ;  
$?&<@. =v :. - - 




, ' . . e l  mol i b d a t o  b loquea  en  forma r e v e r s i b T e  l a  t r ans fo rmac io 'n  
*i" '-- 
[ 2 8 ] .  La d i s p o n i b i l i d a d  de a n t i c u e r p o s  c o n t r a  r e c e p t o r e s  ha 
( - - . ' .  hecho p o s i b l e ,  pa r  medio de l a  m i c r o s c o p i a  de  i n m u n o f l u o r e s -  
- - -  
- ,. 
c e n c i a ,  d e m o s t r a r  que e l  r e c e p t o r  s e  e n c u e n t r a  en e l  c i t o p l a s -  ,._ - 
I ,  , , '  ,-- I .: 
ma y  s e  t r a n s l o c a  a1 nSc leo  en p r e s e n c i a  d e  hormona en l a  c6 -  
l u l a  i n t a c t a  [ 2 9 , 3 0 ] .  
De acue rdo  a  l o  e x p u e s t o ,  e l  r e c e p t o r  n a t i v o  s in  u n i r -  
s e  a  l a  hormona e x i s t e  como u n  o l ig6mero  en e l  cua l  l a  regio 'n  
de a l t a  a f i n i d a d  por  e l  A D N  no e s t i  e x p u e s t a .  E s t e  o l i g 6 m e r o  
( p o s i b l e m e n t e  u n  tetra'mero ) puede s e r  u n  homo-oligo'mero en e l  
c u a l  t o d a s  l a s  s u b u n i d a d e s  t i e n e n  u n  s i t i o  de  uni6n  p a r a  e l  
e s t e r o i d e ,  o  u n  h 6 t e r o - o l i g d m e r o  en e l  c u a l  s o l a m e n t e  l a s  s u b -  
u n i d a d e s  hom6logas son  l a s  que unen l a  hormona. E n  l a  t r a n s -  
f o r m a c i o ' n  s e  p r o d u c i r f a  una d i s o c i a c i o ' n  d e l  r e c e p t o r  o l i g o m g -  
r i c o  e n  u n  p r o c e s o  t e r m o - d e p e n d i e n t e ,  l i b e r b n d o s e  1 0 s  mono'-*- 
meros  c o n  e l  s i t i o  de u n i 6 n  a1 ADN e x p u e s t o  e n  s u  s u p e r f i c i e  
[8]. E l  r e c e p t o r  no  t r a n s f o r m a d o  e s t d  f o s f o r i l a d o  y p o s e e  g r u -  
pos  s u l f h i d r i l o s  r e d u c i d o s ,  a1  t r a n s f o r m a r s e  s e  s e p a r a r i a  u n  
f a c t o r  ( p o s i  b l e m e n t e  t i o r r e d o x i n a )  que e s t a b i l  i z a  a1 r e c e p t o r  
en  su  e s t a d o  n a t i v o  e  i m p i d e  l a  t r a n s f o r m a c i 6 n ,  y se d e s f o s -  
f o r i l a r i a  e x p o n i e n d o  g r u p o s  c a r g a d o s  p o s i t i v a m e n t e  de a m i n o -  
a ' c i d o s  b a ' s i c o s  e n  s u  s u p e r f i c i e . - [ 2 4 1 ,  E s t e  mode10 b a s a d o  e n  
" . % .  . f '  
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e s t u d i o s  e n  s i s t e m a s  l i b r e s  d e  c g l u l a s  e s t z  d e  a c u e r d o  c o n  
1 0 s  e s t u d i o s  r e a l  i z a d o s  e n  c 6 l u l a s  e n t e r a s [ l Z ] .  
_ _  , _ - _ _  - 
-. . - 
M o d e l o  d e l  c i c 1 7 a d o ~ . i n t r a c e l  u l a r  -de  r e c e p t o r e s  
Se ha o b s e r v a d o  que e l  r e c e p t o r  a d q u i e r e  l a  c a p a c i d a d  
de u n i r  a 1  e s t e r o i d e  p o r  u n  p r o c e s o  que  . t ? e q u i e r e  e n e r g i a  p e -  
r o  que no e s  d e p e n d i e n t e  d e  l a  s i n t e s i s  de  p r o t e i n a s  1181,  
p o s t u l a ' n d o s e  u n  m o d e l o  c i c l i c o  e n  l a  a c c i o ' n  d e l  r e c e p t o r  de  
G C .  En l a  f i g u r a  1 - 4  se i l u s t r a  t a l  m o d e l o  t e n i e n d o  e n  c u e n t a .  
g r a n  p a r t e  de l a  i n f o r m a c i 6 n  que s e  p o s e e  h a s t a  e l  m o m e n t o [ 8 ] .  
E l  r e c e p t o r  i n a c t i v a d o  a d q u i e r e  l a  c a p a c i d a d  de u n i 6 n  
m e d i a n t e  una f o s f o r i l a c i 6 n  c a t a l i z a d a  p o r  una  p r o t e i n a  q u i n a -  
sa, y 'se i n a c t i v a  m e d i a n t e  una  d e s f o s f o r i l a c i o ' n  m e d i a d a  p o r  
una f o s f a t a s a .  La  d e s f o s f o r i l a c i 6 n  d e l  c o m p l e j o  h o m o n a - r e c e p -  
t o r  p romueve su  t r a n s f o r m a c i o ' n ,  l i b e r a n d o  u n  f a c t o r  i d e n t i -  
f i c a d o  como t i o r r e d o x i n a .  E s t a  se  m a n t e n d r i a  r e d u c i d a  p o r  una 
t i o r r e d o x i n a  r e d u c t a s a  y p r e s e r v a r i a  e n  e s t a d o  r e d u c i d o  1 0 s  
* 0 
+ 
F i g u r a  1 - 4  : Modelo d e l  c i c l o  i n t r a c e l u l a r  d e l  r e c e p t o r  de  G C .  
La unidn del GC ( G )  a1 receptor l i b r e  en estado act ivo ( A )  requiere 
l a  fosfor i lac idn ( P  : grupo fos fa to )  del receptor y l a  disponibil idad de 
grupos sul f h id r i l o s  (sH) que se  mantienen reducidos por l a  presencia de 
un factor  ( F )  que tambi6n inhibe l a  transformacidn. El complejo hormona- 
receptor ( B )  se transforma defosforildndose y liberando F. El receptor 
transformado ( C ) ,  con cargas posi t ivas  en su super f ic ie  que f a c i l i t a n  su 
interaccidn con el A D N ,  t ransloca a1 ndcleo donde se asocia a1 ADN de l a  
cromatina ( D ) .  El receptor e s  reciclado a1 citoplasma en una forma oxida- 
da ( E )  incapaz de unirse a1 es teroide  s i  no es  fosfor i lado (requerimien- 
to  de ATP) y reasociado a F recuperando sus grupos su l fh id r i l o s  [Tornado 
de G. G .  Rousseau, Mol. Ce l l .  Endocrinol. 38 : 1-11 (1984)l .  
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s u l f h i d r i l o s  n e c e s a r i o s  pa ra  l a  unidn  d e l  e s t e r o i d e  y l a  t r a n s -  
I ' fo rmac i6n .  La t i o r r e d o x i n a  m a n t e n d r i a  o c u l t o s  r e s t o s  d e ' a s i -  
noiicidos t a l e s  como l i s i n a  , a r g i n i n a  e  h i s t i d i n a  n e c e s a r i o s  
pa ra  l a  uni6n  a1 A D N .  
E s t e  modelo c F c l i c o  e s  c o n s i s t e n t e  con 1 0 s  e s t u d i o s  
c i n g t i c o s  de Munck y  Holbrook [ 3 1 ]  cuyo modelo tambign p r e d i -  
c e  e l  compor tamiento  a g o n i s t a  o  a n t a g o n i ' s t a  de d i f e r e n t e s  e s -  
t e r o i d e s  de a c u e r d o  a  su c o n s t a n t e  de v e l o c i d a d  de d i s o c i a c i 6 n .  
Las r e l a c i o n e s  b i o l d g i c a s  de  a g o n i s t a s  y a n t a g o n i s t a s  son  ma- '- a - 1 
, I ,. - .  . . ' 
t emdt i camen te  i n d i s t i n g u i b l e s  de  l a s  p r e d i c c i o n e s  d e l  modelo 
a l o s t 6 r i c o  de Sherman [ 3 2 ]  . 
I Regulac idn  d e  l a  e x p r e s i 6 n  gendmica 
I Los G C  c o n t r o l a n  l a  e x p r e s i 6 n  d e  genes  t r a n s c r i p c i o n a l -  mente a c t i v o s  aumentando o  d isminuyendo l a  c o n c e n t r a c i 6 n  de  
A R N  m e n s a j e r o .  E s t o s  e f e c t o s  pueden r e s u l t a r  de mecanismos 
t r a n s c r i p c i o n a l ! e s r j o ,  p o s t - t r a n s c r i p c i o n a l e s .  La ' induccio 'n  de 
A R N  de v i r u s  de tumor mamario de  r a t 6 n  (MMTV: murine  mammary 
tumor v i r u s )  depende  de l a  p r e s e n c i a  de  d e t e r m i n a d a s  r e g i o n e s  
en e l  A D N  de l  p r o - v i r u s .  E s t a s  r e g i o n e s  s e  comportan como e s -  
t i m u l a d o r e s  de l a  t r a n s c r i p c i 6 n .  Los genes  i n d u c i b l e s  por  G C  
pueden r e t e n e r  l a  s e n s i b i l i d a d  a  l a  hormona l u e g o  de  s e r  t r a n s -  
f e r i d o s  a  una c e l u l a  h e t e r 6 l o g a  por t g c n i c a s  de  t r a n s f e c c i 6 n .  
Los genes  no i n d u c i b l e s  pueden a d q u i r i r  e s t a  p r o p i e d a d  s i c s e  
1 0 s  l i g a  a  l a  r e g i 6 n  promotora de u n  gen i n d u c i b l e  [ 9 , 3 3 , 3 4 ] .  
S i n  embargo l a  comple j idad  d e l  mecanismo o  de 1 0 s  meca- 
nismos queda evidenciada por las diferentes regiones del A D N  
que contienen secuencias afines a1 complejo hormona-receptor. 
Se han determinado estas secuencias cerca de 1as zonas promo- 
toras de 10s genes inducibles en la zona anterior a la del 
comienzo de la transcripci6n (pares de bases -50 a -3001, en 
diversas regiones del A O N  transcribible, en el primer intr6n 
de un gen inducible y en regiones muy alejadas anteriores a1 
sitio de iniciaci6n ( a mis de 2600 pares de bases) [9,33-391, 
. _ -  , 
~y~-j:o+,-::.L: - - I  >;*- ,* Los mecanismos propuestos para la inducci6n del gen de 
- .  
. . 
." hormona de crecimiento en cultivos de cclulas de tumor de hi- 
- p6fisis de ratas incluyen : (a) estimulacibn directa de la 
I transcripci6n no dependiente de sfntesis proteica; (b) estimu- 
laci6n de un intermediario estable que aumenta el efecto indue- 
- 
tor de la hormona tiroidea; (c)-aumento de la estabilidad del 
A R N  mensajero; (d) alteracibn de la poliadenilacibn del R N A  
(figura 1-51) [40]. 
Mecanismos de accibn no gen6micos 
Existen en la literatura diversas descripciones de efec- 
t o s  de hormonas esteroides cuyo mecanismo no es ficilmente ex- 
plicable con el mode10 gen6mico [ 4 1 ] .  Estos efectos , carac- 
terizados por la rapidez con que se producen, incluyen la al- 
teraci6n de la composici6n y funciones de las membranas, e- 
fectos anestssicos, modificaci6n de la excitabilidad celular, 
interaccidn con nucle6tidos ciclicos y efectos sobre el trans- 
porte de metabol itos. Para 10s GC se pueden mencionar la re- 
-- - I ARNm 1 Poli A I 
F i g u r a  1 - 5  : M d l t i p l e s  e f e c t o s  de 1 0 s  G C  s o b r e  l a  e x p r e s i d n  
g e n 6 t i c a .  
E l  complejo hormona-receptor puede actuar  a1 menos de cuat ro  ma- 
neras d i f e r e n t e s  sobre l a  expresidn genetica del  gen de l a  hormona de 
crecimiento en cu l  t i v o s  de c e l  u las  h i p o f i s a r i a s  . Primero, i n f l u e n c i a s  
d i rec tas  sobre l a  t ransc r ipc ibn .  Segundo, e x i s t e  un e fec to  potenciador 
del e fec to  sobre l a  t r a n s c r i p c i d n  de l a  t r i - i o d o t i r o n i n a  que ta rda en 
aparecer. Tercero, efecto e s t a b i l i z a d o r  de l  ARNm. Cuarto, puede afec-  
t a r  l a  l o n g i t u d  de l a  co la  de po l iA . [  Modif icado de Lan y col., J .  
Stero id .  Biochem. 20 : 77-88 (1984)J. 
' ,  , . . ' ., 3 . -.- ,--, . 7 - ,  . 
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t r o a l - i m e n t a c i 6 n  n e g a t i v a  r b p i d a  de l a  s e c r e c i 6 n  de A C T H  que 
s e  produce s o b r e  1 0 s  t e j i d o s  n e u r o e n d d c r i n o s  [ 4 2 , 4 3 ]  y 1 0 s  e -  
I f e c t o s  s o b r e  l a  e x c i t a b i l i d a d  n e r v i o s a  y l a  t r a n s m i s i 6 n  s i n d p -  t i c a  [ 4 4 ] .  
Los mecanismos p r o p u e s t o r  i n v o l u c r a n  i n t e r a c c i o n e s  r d -  
p i d a s  de 1 0 s  e s t e r o i d e s  con l a s  membranas en forma d i r e c t a  
debido  a  s u s  p r o p i e d a d e s  l i p o f i l i c a s  o  b ien  por medio de r e -  
* .  
c e p t o r e s  de membrana [ 4 1 ] .  Towle y Sze [ 4 5 ]  d e s c r i b i e r o n  si- - .' . . 
-,-..-. T% 
, 
t i o s  de uni6n e s p e c i f i c o s  pa ra  G C  en membranas s i n d p t i c a s  p11- 
. r i f i c a d a s  de c e r e b r o ,  d i f e r e n t e s  a . l o s  r e c e p t o r e s  c i t o s d l  ico 
y 10s r e l a c i o n a r o n  con e l  aumento de l a  c a p t a c i 6 n  de t r i p t a -  ':. -. . 
_.._ . - I  . 
\ I  ' - 
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r t  . s .  
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ESTRUCTURA Y FUNCION 
D E  L A  M E D U L A  ESPINAL 
CELULAS D E L  SN 
Neurona , * - . a : *  
Es l a  u n i d a d  g e n g t i c a ,  a n a t d m i c a ,  t r d f i c a  y  f u n c i o -  
na l  deT SN. Todas  l a s  v f a s  n e r v i o s a s ,  1 0 s  c i r c u i t o s  y a r c o s  
Ci 
r e f l e j o s  e s t d n  c o m p u e s t o s  p o r  u n i d a d e s  n e u r o n a l e s  d i s p u e s -  I '  . 
t a s  de  manera s i m p l e .  o  comple ja . .  - ;. + & - ~ . - ~ : ~ , ; * ? ~ * G <  , .' 
- 1 . ? . *  - P 
* %  - . &+-, .e:+<* , p- - 
Cada n e u r o n a  p o s e e  u n  c u e r p o .  c e T u l a r  o soma [ f i g u r a  
1-6) que c o n t i e n e  n e u r o f i b r i l l a s ,  c u e r p o s  d e  N i s s l  . ( m a s a s  
I de r e t i c u l a  e n d o p l d s m i c o  g r a n u l a r ) ,  a p a r a t o  de  G o l g i ,  m i t o -  ;:*: . .+,.-: vx , 9 .  t, - %+ * , 
-' -,'- - . . , a *  . - -. 
.- 1 1  ; 4 - .  
. . c o n d r i a s  y  d i v e r s a s  i n c l  u s i o n e s -  como ' p i g m e n t o s  , y - * t i p i d o s .  I * $  - - Del c u e r p o  n e u r o n a l  s e  -expanden  una o mhs p r o l o n g a c i o n e s  - Y $.p+-"- - >  
que c o n s t i t u y e n  l a s  d e n d r i t a s  y el a x d n .  .-I lacgF..j-:-- I '+.'" .- 
El axdn e s  una p roTongac i6n  l a r g a  y  d e l g a d a  q u e  s u r g e  ;L,:<- *.'> . -1 I 
*-* , *- 
-A- .. ,.. 
de  una r e g i 6 n  d e  p r o t o p l a s m a  c o n o c i d a  como e l  cono d e  i m p l a n -  
t a c i 6 n .  E n  e l  e x t r e m o  d i s t a l  c ada  a x 6 n  s e  r a m i f i c a  e n  a r b o -  
r i z a c i o n e s  t e r r n i n a l e s ,  e l  t e l e d e n d r 6 n .  El ax6n  c o n t i e n e  m i -  
t o c o n d r i a s ,  n e u r o f i l a m e n t o s ,  micro tCibu los  y  r e t i c u l o  e n d o -  
p l d s m i c o  1  i s o ,  p e r 0  c a r e c e  de  r e t i c u l o  e n d o p l a s m i c o  r u g o s o  
y  r i b o s o m a s .  Los a x o n e s  pueden s e r  m i e l i n i c o s  o  a m i e l i n i c o s .  
La v a i n a  de  mie l  i n a  e s  fo rmada  y  m a n t e n i d a  po r  1 0 s  01 i g o d e n -  
d r o c i t o s  y  e s t d  compues t a  p o r  c a p a s  c o n c 6 n t r i c a s  de  l i p i d o s  
y  p r o t e i n a s ;  e s t Z  i n t e r r u m p i d a  p o r  c o n s t r i c c i o n e s  a  i n t e r -  
F i g u r a  1 - 6  : Cuerpo  c e l u l a r  d e  una n e u r o n a .  
Contiene mate r ia l  genetic0 y e l  complejo aparato metabdl ico co- 
mQn a todas l a s  ce lu las .  A d i f e r e n c i a  de l a  mayoria de l a s  o t r a s  c6- 
l u las ,  s i n  embargo, l a s  neuronas no se d i v iden  despues del d e s a r r o l l o  
embrionario; l a  dotaci6n o r i g i n a l  de un ind i v iduo  debe s e r v i r  para t o -  
da l a  v ida .  Hay d iversas dendr i tas  y un Qnico  axdn que sa le  del  cuerpo 
c e l u l a r .  E l  cuerpo c e l u l a r  y l a s  dendr i tas  estdn cub ie r tos  de s in ips is ,  
es t ruc turas  en forma de botdn donde se rec ibe  l a  in formacidn de o t r a s  
neuronas. Las pro te inas  se s i n t e t i z a n  en e l  r e t f c u l o  endoplbsmico. Un 
sistema de t ranspor te  d i  s t r i  buye pro te inas  y o t r a s  sustancias del  cuer- 
po c e l  u l a r  a 10s 1 ugares donde se requieren.  [ 5 0 ] .  
- 
rb. 
. : .  
. - 
z5 
n g u l a c i o n e s  d e  ~ a n v i p r . .  
- 
iC ..- . 
, '  L - - %  -. - E n  e l  SN p e r i f g r i c o  1 0 s  a x o n e s  s e  h a l l a n  r o d e a d o s  p o r  r.-: 
membrana s u p e r f i c i a l ,  l a  v a i n a  de  Schwann [46]. 
Neurogl f a  
E s t d  c o n s t i t u i d a  p o r  1 0 s  e l e m e n t o s  c e l u l a r e s  que  f o r -  
b .  
man e l  t e j i d o  i n s t e r s t i c i a l  d e l  S N .  E n  1 0 s  mamTfer: .-  l a s  c 6 -  
l u l a s  de  l a  n e u r o g l  i a  e x c e d e n  en nGmero a  l a s  n e u r o n a s .  A 
i f e r e n c i a  d e  e s t a s  l a  n e u r o g l  Ta c o n s e r v a  
f a c u l t a d  de  d i v i d i r s e ,  no g e n e r a  p o t e n c i a l  
3 . .  . 
,- ; 
' ".& -,.. -,.* *- c: , - o r  - 
-\ . * - 2.ri.I&.-w~ p' 
n i  r e c i b e  s f n h b s i s .  :2PP+ a . - . :c~ . . - : 
. - 
.. , 
. . <  E n  e l  SNC s e  r e c o n o c e n  d o s  c a t e g o r i a  
*.A-+ . 
-$.-. ,?;- ;;-. mada por  a s t r o c i  t o s  y 01 i g o d e n d r o c i  t o s .  Lo 
- b 
t o d a  l a .  v i d a  l a  
s de  c g l u l a s  de  =. 
c r o g l  f a  e s t d  f o r -  
. . .  
s  a s t r o c i t o s  son .,# ... 
- .. 
c 6 l u l a s  e s t r e l l a d a s  con g r a n  nGmero de p r o l o n g a c i o n e s  que  
desempefian un pape l  i m p o r t a n t e  en e l  f l u j o  i d n i c o  y en l a  
r e g u l a c i d n  d e l  me tabo l  ism0 d e  l a  n e u r o n a .  Los 01 i g o d e n d r o c i -  
t o s  son  mds pequefios y con menos r a m i f i c a c i o n e s  y e s t d n  i n -  
v o l u c r a d o s  como i n t e r m e d i a r i o s  d e l  me tabo l  ismo n e u r o n a l ,  
como c e l u l a s  de  e v a c u a c i 6 n  y como f o r m a d o r a s  d e  l a  v a i n a  de 
m i e l i n a .  
La m i  c r o g l  f a  e s t i  c o n s t i  t u i d a  p o r  pequef ias  c61 u l a s  
con p r o l o n g a c i o n e s  r a m i f i c a d a s ,  y e s t d  c o n s i d e r a d a  como e l  
s i s t e m a  de  " l i m p i e z a "  d e l  SN,  e s t a n d o  s u s  c 6 l u l a s  c a p a c i -  
t a d a s  p a r a  t r a n s f o r m a r s e  en m a c r d f a g o s ,  m i g r a r  a  t r a v 6 s  d e l  
n e u r d p i l o  y a u t o 1  i s a r  o  f a g o c i  t a r  [46]. 
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B I O Q U I M I C A  D E L  SN .. c . .:, i: , 
L a s  n e u r o n a s  p o s e e n  l a  m a q u i n a r i a  b i o q u i m i c a  c o m i n  
a t o d a s  l a s  c61  u l a s  v i v a s  e s p e c i a l  i z d n d o s e ,  a  d i f e r e n c i a  
d e  l a s  o t r a s  c G l u l a s ,  e n  l a  t r a n s m i s i 6 n  d e  1 0 s  i m p u l s o s  n e r -  
v i o s o s ,  l o  q u e  i m p l i c a  l a  n e c e s i d a d  d e  m a n t e n e r  g r a d i e n t e s  
i 6 n i c o s  y s i n t e t i z a r  y l i b e r a r  un e l e v a d o  n i m e r o  d e  m e n s a -  
j e r o s  q u i m i c o s :  1 0 s  n e u r o t r a n s m i s o r e s .  
4 M e t a b o l  i s m o  e n e r g g t i c o  r -  1 
El SNC e s  e l  c o n s u m i d o r  dc e n e r g i a  mds a c t i v o  d e l  or: 
* 2 'A;+":,; . - - .  
g a n i s m o ,  h e c h o  q u e  q u e d a  r e f ~ e j a d o  p o r  s u  a m p l i a  i r r i g a c i 6 n '  
y p o r  s u  a c t i v o  consumo  d e  o x f g e n o .  El c e r e b r o ,  s i e n d o  el  
1 
2 % d e l  p e s o  c o r p o r a l ,  c o n s u m e  e l  20 % d e l  o x i g e n o  e n  r e p o -  1 
- - , -  
.)! 
s o .  S e  Cree q u e  e s t e  g a s t o  e n e r g g t i c o  o b e d e c e  a  l a  n e c e s i d a d  11 
- 
d e  m a n t e n e r  u n o s  g r a d i e n t e s  i b n - i c o s  a  t r a v G s  d e  1a:mernbra- 
na d e  l a s  n e u r o n a s .  
A  d i f e r e n c i a  d e  o t r a s  c e l u l a s ,  l a s  n e u r o n a s  no  p u e d e n  
u t i l i z a r  e n  c o n d i c i o n e s  n o r m a l e s  d i v e r s o s  c o m b u s t i b l e s  corno 
c i e r t o s  a z G c a r e s ,  l i p i d o s  y a m i n o t i c i d o s ,  d e p e n d i e n d o  e x c l u -  
s i v a m e n t e  d e  l a  g l u c o s a  s a n g u i n e a .  Tampoco p u e d e n  f u n c i o n a r  
e n  a n a e r o b i o s i s ,  d e p e n d i e n d o  e n t e r a m e n t e  d e l  m e t a b o l i s m o  
o x i d a t i v o .  
, . T r a n s p o r t e  a x 6 n i c o  
L a s  n e u r o n a s  d e l  SNC d e l  a d u l t o  no p u e d e n  s e r  r e e m p l a -  
z a d a s  y p o r  l o  t a n t o  d e b e n  e x i s t i r  m e c a n i s m o s  q u e  p e r m i t a n  
l a  r e n o v a c i 6 n  d e  t o d o s  s u s  e l e m e n t o s ,  i n c l u s i v e  a q u e l l o s  
= .  
s i t u a d o s  a  d i s t a n c i a s  c o n s i d e r a b l e s  d e l  c u e r p o  c e l u l a r  d e  
l a  n e u r o n a .  
Se ha o b s e r v a d o  u n  m o v i m i e n t o  c o n s t a n t e  d e  p r o t e r n a s  
y o t r o  c o m p o n e n t e s  p r o c e d e n t e s  d e l  soma c e l u l a r  y d i r i g i d o  
h a c i a  l a  s i n d p s i s ,  r e c o r r i e n d o  t o d a  l a  l o n g i t u d  d e l  a x 6 n .  
E x i s t e n  d i s t i n t o s  s i s t e m a s  de  t r a n s p o r t e s ,  l e n t o s  o mds r d -  
p i d o s ,  que  f l u y e n  e n  ambas d i r e c c i o n e s ,  de y h a s t a  1 0 s  t e r -  
"- 
m i n a l e s  d e  1 0 s  a x o n e s .  Ambos m e c a n i s m o s  p a r e c e n  i n v o l u c r a r  . 
u n  g r a n  n i imero  d e  p r o t e i n a s  f i b r o s a s  o b s b e r v a d a s - P o t -  m i c r o s -  
s " -rp; ,+ u I* '.? 1 - --7 - . 
A 
e l e c t r o ' n i c a .  .?,. - . 
N e u r o t r a n s m i s i 6 n  g. i ,*,, -;. 
Cuando una n e u r o n a  r e c i b e  u n  i m p u l s o  n e r v i o s o  de una  
c g l u l a  v e c i n a  s u f r e  una  d e s p o l a r i z a c i d n  l o c a l  d e b i d o  a  l a  
. -- 
a p e r t u r a  de 1 0 s  c a n a l e s  de  s o d i a ,  que e n t r a  d i s m i n u y e n d o  
e l  p o t e n c i a l  n e g a t i v o  de r e p o s o .  De e s t a  m a n e r a  se  p r o p a g a  
e l  i m p u l s o  a  l o  l a r g o  d e l  a x d n  y d e n d r i t a s ,  c e r r i n d o s e  i n m e -  
d i a t a m e n t e  1 0 s  c a n a l e s  d e  s o d i o  y a b r i g n d o s e  1 0 s  de p o t a s i o  
p a r a  r e s t a b l e c e r  e l  p o t e n c i a l  n e g a t i v o  n o r m a l  . 
Cuando e l  i m p u l s o  l l e g a  a1  t e r m i n a l  s i n b p t i c o ,  se  p r o -  
d u c e n  una  s e r i e  de  e v e n t o s  que  c u l m i n a n  e n  l a  l i b e r a c i d n  de  
1 0 s  n e u r o t r a n s m i s o r e s  a l m a c e n a d o s .  
L o s  n e u r o t r a n s m i s o r e s  pueden  d i v i d i r s e  e n  t r e s  g r u p o s :  
a )  a m i n a s  b i o g g n i c a s :  c a t e c o l a m i n a s  ( d o p a m i n a ,  n o r a d r e n a l i n a  
y a d r e n a l  i n a )  , s e r o t o n i n a ,  a c e t i l  c o l  i n a ,  h i s t a m i n a .  
b )  a m i n o d c i d o s :  g l u t a m a t o  y a s p a r t a t o  ( e x c i t a t o r i o s ) ,  y - a m i -  
no b u t f r i c o  (GABA) , g l  i c i n a ,  a l a n i n a  y s e r i n a  ( i n h i b i  t o r i a $ ) .  
c )  n e u r o p g p t i d o s :  e n c e f a l i n a s ,  s u s t a n c i a  P, n e u r o t e n s i n a ,  
P - e n d o r f i n a ,  a d r e n o c o r t i c o t r o f i n a  ( A c T H )  , a n g i o t e n s i n a  I I ,  
o x i t o c i n a ,  v a s o p r e s i n a ,  p o l i p g p t i d o  i n t e s t i n a l  v a s o a c t i v o  
(VIP), s o m a t o s t a t i n a ,  ho rmona  1 i b e r a , d o r a  de t i r o t r o f i n a  
(TRH), b o m b e s i n a ,  e t c .  
  as' m o l ~ c u l a s  de ~ r a n s m i s o r  1  i b e r a d a s  c r u z a n  e l  e s p a -  
c i o  e n t r e  e l  t e r m i n a l  d e l  a x 6 n  y l a  membrana de  l a  n e u r o n a  
r e c e p t o r a ,  i n t e r a c t u a n d o  s o b r e  s u s  r e c e p t o r e s  e s p e c i f i c o s  
s i t u a d o s  e n  l a  membrana p o s t - s i n b p t i c a .  L a  i n t e r a c c i 6 n  p u e -  
de p r o v o c a r  l a  e x c i t a c i 6 n  o i n h i b i c i 6 n  de u n a  n e u r o n a ,  l a  
i l  - A .  
' c o n t r a c c i o ' n  de u n a  f i b r a  m u s c u l a r  o l a  s r n t e s i s  o  s e c r e c i 6 n  . - I. I " ,. -- i :--, 3 
, - . a  
# $  .-. de  una  ho rmona  e n  una c g l u l a  g l a n d u l a r .  E s t o s  a c o n t e c i m i e n -  ' i I r - 5 
t o s  s e  p r o d u c e n  p o r  a l t e r a c i 6 n x  de  l a  p e r m e a b i l  i d a d  de l a  
membrana, p o r  e f e c t o  d i r e c t 0  d e l  c o m p l e j o  n e u r o t r a n s m i s o r -  
r e c e p t o r  s o b r e  p r o t e i n a s  de  membrana o  p o r  m e c a n i s m o s  mds 
l e n t o s  m e d i a d o s  p o r  n u c l e 6 t i d o s  c i c l i c o s .  
P o s t e r i o r m e n t e  l a  mo l .Gcu la  de t r a n s m i s o r  debe  s e r  rd- 
p i d a m e n t e  i n a c t i v a d a .  A l g u n o s  t r a n s m i s o r e s  s o n  i n a c t i v a d o s  
p o r  e n z i m a s  s i t u a d a s  en  e l  e s p a c i o  s i n d p t i c o  como l a  a c e t i l -  
c o l  i n a ,  o t r a s  como l a  n o r e p i n e f r i n a ,  d o p a m i n a  , s e r o . t o n i n a  
y GABA s o n  r e a b s o r b i d o s  p o r  e l  t e r m i n a l  d e l  a x 6 n  p a r a  s e r  
d e g r a d a d a s  o  b i e n  r e c u p e r a d o s  ( f i g u r a  1 - 7 ) .  L a  c o m p r e n s i d n  
de  l a s  d i s t i n t a s  e t a p a s  de  l a  t r a n s m i s i d n  s i n z p t i c a  ha  a c a -  
r r e a d o  a1 esc la rec imiento  d e l  modo d e  a c c i o ' n  de l a s  d r o g a s  
F i g u r a  1 - 7  : L a  T r a n s m i s i 6 n  q u f m i c a .  
Se representa e l  proceso de t ransmis idn en una s indps is  de nor-  
ep ine f r i na .  En primer l u g a r  e l  neurotransmisor se s i n t e t i z a  en 3 e ta -  
pas a p a r t i r  del  aminodcido t i r o s i n a  y se almacena en vesfculas.  La 
l legada del  impulso provoca l a  entrada de iones c a l c i o ,  induciendo l a  
l i b e r a c i d n  de l a  norep inef r ina  ' a1 espacio sina'pt ico. Las mol6culas 
de transmisor se unen a sus receptores especf f i cos  de l a  membrana post-  
s i n i p t i c a  produciendo efectos a c o r t o  p l a t o  ( e l 6 c t r i c o s )  y a l a r g o  p l a -  
zo (mediados por  AMPc). E l  e fec to  termina por una ra'pida reabsorc idn 
hacia e l  p i e  de l  terminal  o por degradacidn enzimdtica del  neurotrans- 
misor.  Los receptores pres indpt icos  median l a  i n h i b i c i d n  de l a  s f n t e s i s  
del  neurotransmi sor . [47] .  
p s i c o a c t i v a s  [ 4 7 - 4 9 1  - 
ANATOMIA D E  L A  ME 
Anatomia macrosc6p ica  
La ME e s  una e s t r u c t u r a  l a r g a  y c i l i n d r i c a ,  r e u e s t i -  
da por l a s  men inges ,  que s e  e n c u e n t r a  d e n t r o  de l  c o n d u c t 0  




t a l ,  donde s e  con t in t l a  con e l  b u l b o ,  h a s t a  e l  borde i n f e r i o r  ..+-rn 7 a * -  
. - de l a  p r imera  v e r t e b r a  lumbar.. T i e n e  dos  e n s a n c h a m i e n t o s , .  - : . 
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e l  c e r v i c a l  y e l  lumbar,. cada uno de  e l l o s  r e l a c - i o n a d o ' c o n  U - 
l a s  r a f c e s  que i n e r v a n ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  a  l a s  e x t e r r n i d a d e s  i 
. , 
- '. 
. s u p e r i o r e s  e  i n f e r i o r e s .  E n  s e n t i d o  cauda l  a1 engeosamien-  -- -:- 1 
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t o  lumbar ,  l a  ME e s p i n a l  p r e s e n t a  una te rminacio 'n  c C n i c a , .  . -- * ' .  ,. f',.. . 
A .  I 
L l ,  s- - 4  - , - .  
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e l  con0 rnedular ( " c o n u s  m e d u l F a r i s " ) .  Una condensacio 'n  d e  L - ,- ... . 
- ,  
l a  p i amadre ,  que s e  e x t i e n d e  cauda lmen te  desde  e l  con0 medu- 
l a r ,  forma e l  " f i l u m  t e r m i n a l e " .  
M i e n t r a s  que l a  ME e s  una e s t r u c t u r a  c o n t i n u a ,  no s e g -  
mentada ,  1 0 s  31  p a r e s  de n e r v i o s  e s p i n a l e s  a s o c i a d o s  con 
r e g i o n e s  l o c a l i z a d a s  producen una segmentac idn  e x t e r n a .  
Sobre l a  base  de e s t a  segmentac idn  e x t e r n a ,  s e  c o n s i d e r a  
que l a  ME e s t d  compueta por 3 1  s e g m e n t o s ,  cada  uno de  e l l o s  
r e c i b e  y a  l a  vez s o m i n i s t r a  p a r e s  de  f i l a m e n t o s  d o r s a l e s  
y v e n t r a l e s .  Los segmentos  medu la res  s e  e n c u e n t r a n  d i v i d i -  
dos de l  s i g u i e n t e  modo: 8 c e r v i c a l e s  ( C ) ,  1 2  t o r i i c i c o s  ( T ) ,  
5 lumbares  ( L ) ,  5 s a c r o s  y 1 c o c c i g e o  en e l  humano y 8 C ,  
,- 7 ,  '-.r . - 
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';.. 1 3  T, 6 L y 4 s a c r a s  en l a  r a t a  [51]. 
Hasta  e l  t e r c e r  mes de  v ida  f e t a l  l a  ME ocupa e r  con-  
d u c t o  v e r t e b r a 1  en toda  su e x t e n s i r j n ,  per0  pasado e s e  mo- 
mento,  e l  c r e c i m i e n t o  d i f e r e n c i a l  d e  l a  columna v e r t e b r a l  
e x c e d e  a1 de  l a  ME. A1 n a c e r  el con0 medular  e s t d  prdximo 
a l a  v g r t e b r a  L3; en e l  a d u l t o  s e  e n c u e n t r a  e n t r e  l a s  v 6 r t e -  
b r a s  L 1  y L2 y ocupa s o l o  10s dos  t e r c i o s  s u p e r i o r e s  d e l  
conduc to  v e r t e b r a l ,  Los s i t i o s  por  donde emergen 1 0 s  n 
e s p i n a l e s  no v a r i a n , '  pero  s e  p roduce  u n  a l a r g a m i e n t o  d e  
, _  Z 
- 
f i l a m e n t o s  r a d i c u l a r e s  e n t r e  1 0 s  a g u j e r o s  i n t e r v e r t e b r  
y l a  M E ,  mds p ronunc iado  p a r a  l a s  r a f c e s  e s p i n a l e s  Tumbares - -  
y s a c r a s .  E s t a s  r a i c e s  d e s c i e n d e n  p o r  una d i s t a n c i a  c o n s i -  
d e r a b l e  d e n t r o  d e l  s a c 0  d u r a l  a n t e s  de  a l c a n z a r  a  s u s  r e s -  
p e c t i v o s  a g u j e r o s  i n t e r v e r t e b r a l e s .  El g ran  ndmero de  r a i -  
c e s  lumbosac ras  .que rodean  a1 " f i l u r n  t e r m i n a l e "  r e c i b e  e l  
nombre de c o l a  d e  c a b a l l o  ( " c a u d a  e q u i n a " ) .  L o s . n e r v i o s  
e s p i n a l e s  emergen desde  e l  conduc to  r a q u i d e o  a  t r avGs  de  
1 0 s  agu j e r o s  i n t e r v e r t e b r a l  e s  ( f i g u r a  1 - 8 ) .  
E s t r u c t u r a  i n t e r n a  
E n  c o r t e s  t r a n s v e r s a l e s  l a  ME c o n s t a  de una s u s t a n c i a  
g r i s  c e n t r a l  en forma de mar iposa  y u n  manto de s u s t a n c i a  
b l anca  que l o  r o d e a .  
La s u s t a n c i a  g r i s  c o n t i e n e  c e l u l a s  n e r v i o s a s  y s u s  
p r o l o n g a c i o n e s .  E l  predominio  de n e u r o n a s ,  neurog l  f a  y c a p i -  
l a r e s  l e  i m p a r t e  una c o n s i s t e n c i a  d e n s a .  Cada mi tad  de l a  
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Medula e ~ p i ~ l  
Segmnto C 1 
Segmento C4 
@ .- Segrnertto T2 
Segmnto S3 
F i q u r a  1-8 : A n a t o m f a  d e  l a  ME.  
A : Pos i c i dn  de 10s segmentos de l a  ME con r e f e r e n c i a  a  10s cuer-  
pos y a p d f i s i s  espinosa de l a s  ver tebras ;  B : v i s t a  p o s t e r i o r  que mues- 
t r a  10s f i lamentos r a d i c u l a r e s  dorsa les  y 10s gang1 i o s  esp ina les  ; C : 
esquema de algunos s e p e n t o s  de l a  ME a d i f e r e n t e s  n i v e l e s ,  que pe rm i te  
a p r e c i a r  va r i ac i ones  en l a  forma, tamafio y t o p o g r a f i a  de l a s  sus tanc ias  
g r i s  y blanca.  1461. 
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- ME t i e n e  una columna g r i s .  p o s t e r i o r .  ( s e n s i t i v a )  o  a s t a  que 
s e  e x t i e n d e  c a s i  h a s t a  l a  s u p e r f i c i e  y u n  a s t a  o  columna 
g r i s  a n t e r i o r  ( m o t o r a )  que s e  e x t i e n d e  h a c i a  a d e l a n t e  per0  
s i n  l l e g a r  h a s t a  l a  s u p e r f i c i e .  E n  1 0 s  segernentos t o r d c i -  
.cos s e  o b s e r v a  u n  a s t a  l a t e r a l  pequeiia y a f i l a d a .  La comi- 
s u r a  g r i s ,  que c o n e c t a  a  l a  s u s t a n c i a  g r i s  de  ambos l a d o s ,  
c i r c u n d a  a1 conduc to  c e n t r a l  o  conduc to  d e l  epend imo .  I '3 
---d6 
.--- L - , '  
La s u s t a n c i a  b l a n c a ,  , que .;T.,- rodea  .. , a  l a  s u s t a n c i a  g r i s ,  
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e-.: -- - . . -m. r. I "" c o n t i e n e  e s c a s o s  c u e r p o s  n e u r o n a l e s  o  d e n d r i t a s ,  p e r 0  e s t d '  - - -,' 
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compuesta  p o r  f i b r a s  n e r v i o s a s  mie l  i n i c a s  y amie l  i n i c a s  -'- b . .  - +?? 
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Los d i f e r e n t e s  n i v e l e s  de Zd ME mues t ran  v a r i a c i o n e s  -I 
en c u a n t o  forma y tamafio, en la -  c a n t i d a d  r e l a t i v a  de s u s t a n -  
I . c i a s  g r i s  y b lanca  y en l a  d i s p o s i c i d n  y c o n f i g u r a c i 6 n  de 
l a  s u s t a n c i a  g r i s  ( f i g u r a  1-8)- Las colurnnas g r i s e s  a l c a n -  
zan su punto  miximo en 1 0 s  engrosa rn ien tos  c e r v i c a l  y lumbar ,  
que e s t i n  a s o c i a d o s  con 1 0 s  n e r v i o s  mds i m p o r t a n t e s  que 
i n e r v a n  a  l a s  e x t r e m i d a d e s  [46]. 
F U N C I O N  D E  L A  ME 
El SN d e l  humano ha he redado  c a r a c t e r i s t i c a s  e s p e c i -  
f i c a s  de cada  e t a p a  de su d e s a r r o l l o  e v o l u t i v o .  De e l l a s  
permanecen t r e s  n i v e l e s  d i s t i n t o s  d e l  SN que poseen  u n a .  
e s p e c i a l  i m p o r t a n c i a  f u n c i o n a l :  e l  n i v e l  de  l a  M E ,  e l  n i -  
vel  b a j o  de l  c e r e b r o  y e l  nivel c o r t i c a l  o  c e r e b r a l  a1 t o .  
Muchas de l a s  a c t i v i d a d e s  a u t o n 6 m i c a s  o  s u b c o n c i e n t e s  
d e l  o rgan i smo ,  como s e r  e l  c o n t r o l  de  l a  p r e s i 6 n  a r t e r i a l  
y l a  r e s p i r a c i o ' n ,  son c o n t r o l a d a s  en l a  regio 'n  b a j a  d e l  c e -  
r e b r o  ( b u l  bo r a q u i d e o ,  p r o t u b e r a n c i a ,  mesenc i i f a lo ,  h i p o t s -  
lamo, c e r e b e l o  y gang1 i o s  b a s a l e s ) .  La c o r t e z a  c e r e b r a l ,  
en cambio,  e s  fundamenta lmen te  una v a s t a  r e g i 6 n  de a lmacena-  
miento de informaci6n'(experiencias p a s a d a s ,  formas  de r e s -  
p u e s t a s  moto ras ,  e t ~ . ) ,  E n  . e l l a  o c u r r e n  tambiGn 1 0 s  p r o c e -  
s o s  de l  pensamien to .  
R e f l e j o s  medu la res  
La ME de 10s rnamfferos m a n t i e n e  a i n  l a s  f u n c i o n e s  de 
1 0 s  a n i m a l e s  m u l t i s e g m e n t a d o s .  Las s e i i a l e s  s e n s o r i a l e s  s e  
t r a n s m i t e n  a  t r a v 6 i  de  1 0 s  n e r v i o s  e s p i n a l e s  a  cada  s e g -  
mento de l a  M E ,  causando r e s p u e s t a s  m o t o r a s  l o c a l i z a d a s .  
Las r e s p u e s t a s  moto ras  de l a  ME son a u t o m d t i c a s  y o c u r r e n  
i n s t a n t d n e a m e n t e  en r e s p u e s t a  a  l a  se i ia l  s e n s o r i a l .  Ademds 
s i g u e n  c i e r t o s  mecanismos e s p e c i f i c o s  denominados r e f l e j o s .  
La f i g u r a  1 - 9  i l u s t r a  dos de 1 0 s  r e f l e j o s  e s p i n a l e s  
mds s i m p l e s .  A l a  i z q u i e r d a  s e  m u e s t r a  e l  c o n t r o l  n e u r a l  
de l  r e f l e j o  de e s t i r a m i e n t o  o  m i o t d t i c o .  S i  u n  mdsculo e s  
d i s t e n d i d o  s e  e s t i m u l a  u n  r e c e p t o r  y u n  impulso  n e r v i o s o  
e s  t r a n s m i t i d o  a  t r a v g s  de u n  n e r v i o  s e n s o r i a l  a  l a  M E .  
La f i b r a  n e r v i o s a  que t r a n s m i t e  e l  impulso  p e n e t r a  en l a  
s u s t a n c i a  g r i s  por  e l  a s t a  p o s t e r i o r  ( s e n s i t i v a )  y r e a l i z a  
Figura 1 - 9  : Reflejos  medulares. 
- Esquema del camino seguido por el impulso nervioso y las sinap- 
s is  de dos tipos de reflejos medulares : a la izquierda el reflejo de 
estiramiento o miotbtico en el que se realiza un solo contact0 sindpti- 
co y a la derecha el reflejo que involucra diversas conexiones neurona- 
les. 
s i n g p s i s  con una motoneurona ub icada  en e l  a s t a  a n t e r i o r  
(motors). A su vez e s t a  l o  t r a n s m i t e  a  t r a v g s  de  u n  n e r v ~ o  
motor  a1 e f e c t o r ,  e l  mdsculo ,  p roduc iendo  su c o n t r a c c i 6 n .  
La c o n t r a c c i 6 n  p roduc ida  s e  opone a1 e s t i r a m i e n t o  o r i g i n z !  , 
por  l o  cua l  e s t e  r e f l e j o  a c t 6 a  como u n  mecanismo de r e t r o -  
a l i m e n t a c i 6 n  impid iendo  v a r i a c i o n e s  en l a  l o n g i t u d  d e l  
m5scul o .  E s t o s  r e f 1  e j o s  permi t e n  a  u n  i n d i v i d u o  mantener- 
l a s  p a r t e s  de l  c u e r p o  en l a  p o s i c i 6 n  d e s e a d a  pese  a1 e f e c t o  
de f u e r z a s  e x t e r n a s ,  como l a  g r a v e d a d ,  que t i e n d e n  a  s a c a r -  .% li 
l o  de su p o s t u r a .  E s t o s  r e f l e j o s  r e c i b e n  e l  nornbre de a n t i -  - - 
g r a v i t a c i o n a l e s .  
E n  l a  f i g u r a  1 - 9 ,  a  l a  de recha  . s e  i l u s t r a  u n  r e f l e -  
j o  p o l i s i n d p t i c o :  e l  r e f l e j o  f l e x o r .  E s t e  e s  l a  r e s p u e s t a  
a  e s t i m u l o s  n o c i v o s  ( d o l o r o s o s )  y c o n s i s t e  en l a  c o n t r a c c i d n  
de  v a r i o s  mGscu1.0~ f l e x o r e s  e  i n h i b i c i o ' n  de e x t e n s o r e s ,  p r o -  
p i c i a n d o  u n  r d p i d o  r e t i r o  de l  miembro a f e c t a d o  de1 k i t i o  
de donde p rov ino  e l  e s t i m u l o .  
Ademds de e s t o s  e f e c t o s  s e  producen s i n d p s i s  a  neuro -  
nas  que ,  a  t r a v e s  de l a s  f i b r a s  de l a s  s u s t a n c i a  b l a n c a ,  
t r a n s m i t e n  l a  i n f o r m a c i 6 n  por  v i a s  a s c e n d e n t e s  a  o t r a s  r e -  
g i o n e s  de l  S N ,  que a su vez e n v i a n  r e s p u e s t a s  moto ras  en 
forma s e m e j a n t e  por  l a s  v i a s  d e s c e n d e n t e s  de l a  M E .  
Funciones  de l a  ME l uego  de e x t r a e r  e l  c e r e b r o  
Las f u n c i o n e s  de l a  ME quedan i l u s t r a d a s  con l a s  fun -  
c i o n e s  r e f l e j a s  que s e  mant ienen  en e l " a n i m a 1  e s p i n a l " ,  ' 
l u e g o  de  e x t r a e r  e l  c e r e b r o :  
a )  El animal puede p a r a r s e .  Se debe a  r e f l e j o s  i n i c i a d o s  
en l a s  p l a n t a s ,  cuyas  s e i i a l e s  s e n s o r i a l e s  producen l a  t e n -  
s i 6 n  de 10s mQscu los  de 1 0 s  miembros. 
o )  S i  e l  animal  s e  m a n t i e n e  s u s p e n d i d o  s u s  miembros comien-  
zan a  h a c e r  movimientos de marcha.  E s t o  demues t r a  que 1 0 s  
r e f l e j o s  b h s i c o s  de l a  locomoci6n s e  e n c u e n t r a n  en l a  M E .  
c )  Mantiene e l  r e f l e j o  de r a s c a d o ,  l o c a l i z a n d o  e l  l u g a r  
en l a  p ie1  en l a  que s e  p rodu jo  e l  e s t i m u l o .  
d )  Se producen r e f l e j o s  l o c a l e s  de v a s o c o n s t r i c c i d n  y v a s o -  
d i l a t a c i 6 n  en l a  p i e 1  ( c o n t r o l  de l a  t e r n p e r a t u r a ) .  
E s t o s  r e f l e j o s  demues t ran  que muchas de l a s  a c t i v i d a -  
d e s  d i a r i a s  son c o n t r o l a d a s  p a r  l a  ME y que e l  c e r e b r o  t i e -  
n e  s o b r e  e l  l a s  una i n f l u e n c i a  inoduladora [52,53], 
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Los e s t e r o i d e s  a d r e n a l e s  e j e r c e n  c a m b i o s  de  g r a n  i m -  
p o r t a n c i a  en e l  f u n c i o n a m i e n t o  d e l  SN. Los G C  a f e c t a n  e l  
c r e c i m i e n t o  y  l a  d i f e r e n c i a c i d n  de  l a s  c g l u l a s  n e r v i o s a s  
(541  y  poseen  i n f l u e n c i a s  s o b r e  1 0 s  p r o c e s o s  de1 c o m p o r t a -  
m i e n t o  [ 5 5 ] ,  e l  sueiio [ 5 6 ]  y en l a  a d a p t a c i o ' n  d e l  o r g a n i s -  
mo a1 medio a m b i e n t e  [ 5 7 ] .  El e x c e s o  de  GC c o n d u c e  a  e s t a d o s  
- -3 
7- p s i c 6 t i c o s  [ 5 5 ]  y a c e l e r a  a1 e n v e j e c i m i e n t o  n e r v i o s o  [58] .. r a 
Los MC r e g u l a n  e l  b a l a n c e  de  e l e c t r o l i t o s  y  e l  a p e t i t o  s a -  
l i n o  [ 5 9 ] , y  en c i e r t a s  c i r c u n s t a n c i a s  pueden  i n t e r v e n i r  
en  1 0 s  p r o c e s o s  a d a p t a t i v o s  ( 6 0 1 .  Los GC t a m b i g n  a c t d a n  s o -  
b r e  e l  c e r e b r o  y  l a  h i p d f i s i s  i n h i b i e n d o  l a  s i n t e s i s  y  l a  
1  i b e r a c i 6 n  de  ACTH y C R F  [ 4 2 , 4 3 , 6 1 ] .  
Los GC son d r o g a s  d e  a m p l i a  d i f u s i d n  en  l a  c l i n i c a  
medics. E n t r e  l a s  p a t o l o g i a s  d e l  SN t y a t a d a s  con e s t a s  h o r -  
monas s e  c u e n t a n  l a s  l e s i o n e s ,  edemas y  t u m o r e s  i n t r a - c r a -  
n e a l e s  [ 6 2 - 6 4 1 .  P a r a  e l l o  i e u t i l i z a n  g e n e r a l m e n t e  1 0 s  c o r -  
t i c o i d e s  s i n t 6 t i c o s ,  t a l e s  como l a  d e x a m e t a s o n a  ( D E x )  y  
l a  m e t i l - p r e d n i s o l o n a ,  dada  su  mayor p o t e n c i a  d e b i d o  a  s u  
r e s i s t e n c i a  a  l a  d e g r a d a c i G n ,  b a j a  a f i n i d a d  a  l a  t r a n s c o r -  
t i n a  y  mayor a f i n i d a d  p o r  e l  r e c e p t o r  de  GC. 
E f e ~ t o s  e s p e c i f i c o s  s o b r e  l a  qu imica  y  f u n c i 6 n  d e l  c e r e b r o  
Una e s t r a t e g i a  comdnmente u t i l i z a d a  p a r a  d e t e c t a r  10s 
e f e c t o s  d e  10s c o r t i c o i d e s  e s  e s t u d i a r  l a s  s l t e r a c i o n e s  
p r o d u c i d a s  a7 e x t r a e r  l a s  g l b n d u l a r  a d r e n a l e s  de t in a n i m a l  
y d e t e r n i n a r  ; i  2 z t a s  s e  recomponen po r  t r a t a m i e n t o  c o n  10s .  
c o r t i c o i d e s .  De e s t a  manera  se ha e n c o n t r a d o  que  l a  C O R T  
3 
m o d i f i c a  l a  i n c o r p o r a c i 6 n  de  ( H ) - u r i d i n a  ~ I ' R R N  y l a  i n c o r -  
p o r a c i i n  de  [ S i i ) - l e u c i n a  a una p r o t e i n a  de  5 3  K y a u n  corn- 
p o n e n t e  de l a s  v e s T c u l a s  de n e u r o t r a n s m i s o r .  La C O R T  e j e r -  
ce acc io ' n  s o b r e  l a  s e r o t o n i n a , . a c t u a n d o  f u n d a m e n t a i m e n t e  
s o b r e  su m e t a b o l i s m o .  Aumenta l a  a c t i v i d a d  de  t r i p t o f a n o  
h i d r o x i l a s a ,  su  enz ima  b i o s i n t e t i c a  l i m i t a n t e ,  l a  i n c o r p o -  
r a c i d n  d e  t r i p t o f a n o ,  su p r e c u r s o r ,  y d i s m i n u y e  l a  f i b e r a -  
cio'n d e  s e r o t o n i n a  d e  1 0 s  s i n a p t o s o m a s  [61]. 
El hipocampo ( H C )  e s  una r e g i d n  de1  s i s t e m a  1 i m b i c o  
i n v o l u c r a d a  en l a  i n t e r p r e t a c i d n  de  1 0 s  e s t i r n u l o s  a m b i e n t a -  
I e s ,  y o u s  p r o c e s o s  s o n  modu lados  p o r  C O R T .  Un e j e m p l o  d e  
e s t o  e z  e l  e f e c t o  d e  f a  a d r e n a l e c t o r n i a  { A c A ) ,  que  p r o d u c e  
u n  aumento  en l a  d e t e c c i 6 n  de  e s t i m u l o s ,  d i s rn inuyendo  1 3  
h a b i l i d a d  2e i n t 2 r y r e t a r l o s  y r e s p o n d e r  a d e c u a d a m e n t e  [ 5 9 ]  
E s i a s  d i s f u n c i o n e s  d e l  H C  son  normal  i z a d a s  p o r  t r a t a r n i e n -  
t o  con GC'. O t r o s  c o m p o r t a m i e n t o s  a s o c i a d o s  a7 H C  t a l e s  como 
1.i e x p l o r a c i 6 n  de u n  n u e v o  r n t o r n o ,  l a  o r i e n t a c i 6 n  e s p a c i a l  
d e i  a n i m a l  y l a  e x t i n c i 6 n  d e  c o n d u c t a s  a d q u i r i d a $  tarnbien 
s o n  a1 t e r a d a s  p o r  l a  A D X  y r e s t a u r a d o s  p o r  C O R T  [€ i t ] .  
E f e c t o s  s a b r e  a c t i v i d a d e s  e n z i r n d t i c a s  
Los G C  i n d u c e n  en e l  514 J i v e r s a s  p r o t e i n a s  e n t r e  l a s  
que se c u e n t a n  1 2 s  ~ n z i m a s  a r n i  t i n a  l e s c a r b o r  ilaia!CCCi. 
y l  i c e r o l  - f o s f a t o  d e s h i d r o g e n a s a  ( C P D H ) ,  t i r o s i n a  h i d r 3 x i l . a -  
;a y ; a  q i ~ t z ~ i n z  ; j n t t s t a s a  [ 6 3 - 6 9 1 .  La  O D C ,  e n z i n a  : i 3 f -  
t a n t e  en l a  b i ; s i n c e ~ i s  d e  p o l i a m i n a s ,  e s  t a m b i g n  c o n o c i d a  
p a r  s u  i m p o r ~ s n c ; a  e n  l a  s i n t e s i s  d e  p r o t e i n p s .  S u  i n d u c c i d n  
* .  
s e  o ~ s e r v a  :an52 en c t l u ~  a s  97 i a l e s  como en  g e u r o n a s  [ & G I .  
I 
La G P D H ,  que g e n e r a  a-31 i c e r o l -  f o s f a t o  a p a r t i r  de c i ih i -  
d a  p o r  1 0 s  G C  e n  c g l u l a s  g l i a l e s  [ 6 5 ] .  L a  i n d u c c i d n  d e , t i -  
r o s i n a  h i d r o x i  i a s a ,  enzima l i m i t a n t e  de l a  s T n t e s i s  d e  c a -  
t e c o l a m i n a s ,  h a  s i d o  l o c a l  i z a d a  e 7  i a s  ne14ronas  n o r a d r e n g t -  
3 i c a s  de !  : o c > s  c o e r u l e ~ s ,  3 d n g l i d  c e r v i c a l  s u p e r i o r  y e n  
c e l u f a s  d 2  n e u r o ~ ; a s t o m a  [ 6 7 , 7 0 , 7 1 1 .  E s t a  enzima s e r f a  Ta 
r e s ? o n s a b l e  G E J  a u n e c t a  de l a s  c a t e ~ 3 f a r n i n a ~  p r o d u c i d o  p o r  
1 0 s  ~c en e i  S N  [ : O ! .  Q t r a  e n z i m a  d e l  carn ino  b i o s i n t G t i c o  
J e  13s r , a : e r ~ z i a r n ' n a s ,  l a  f e n i l e t a n o l a m i n a - ? l - ; n e t i l   rans sf era- 
s a ,  t a m b i z n  a u m e n t a  F o r  t r a t a m i e n t e  c c n  GC l 7 2 f .  La g l u t a -  
q i n a  s i n t e  t a s a ,  ~ t i 7  i z s d a  como m a r c a d o r  6 5  13 d l  fzrenciaci6n 
c i  t o s  t r a n s  f a r m a d a s  1 2 1 5  1 . 
l a  ; l e r+cx i cac i  jn i i ; l ? a i c a  s ~ ~ r 2  i z  i n c ~ r 3 0 r 3 ~ ; d n  t i -  
G A S A ,  l a  a d e n i l d t o c i c l  a s a  s e n s i b l e  a n o r e p i n e i r i n a  y : a  
E f e c t o s  s o b r e  1 a e l e c t r o f i s i o 1 o g ~ a  
Los G C  e . j z r c e n  a c c i o n e s  d i r e c t a s  s o b r e  l a  e x c i t a b i l i -  
dad d 2 !  S N ,  , ? s ? 3 ~  2 f e c t i s  sari muy d i v e r s o s  en  c ~ a n E 3  3 : a s  
d o s i s  de e s t e r o i d e s  s u m u n i s t r a d o s  y e l  t iernpo n e c e s a r i o  p a r a  
e j e r c e r  s u  i n f l u e n c i a .  La v e i o c i d a d  d e  t r a n s m i s i 6 n  s i n i p t i -  
ca  e x c i t a t o r i a  aumenta  po r  G C  y d i s m i n u y e  p o r  d e f i c i e n c i a  
de  1 0 s  mismos.  A l t a s  d o s i s  de  a c e t i n i d o  de  t r i a m c i n o l o n a  
( T A )  aumentan  l a  r e s p u e s t a  d e l  r e f l e j o  pol  i s i n d p t i c o  en 
1 a r a i z  1 umbosacra  v e n t r a l .  O t r o s  e f e c t o s  d e  a 1  t a s  d o s i s  
a e  G C  p roducen  en g e n e r a l  u n  aumento de  1 a s  f u n c i o n e s  e x c i -  
t a t o r i a s  [ 4 4 ] .  E l  aumento  de  l a  e x c i t a b i l i d a d  d e l  SNC po r  
t r a t a m i e n t o  c r 6 n i c o  p o r  ;C p o d r r a  r e s i d i r  en  u n  aumento  
s e l e c t i v o  de  l a  e x c i  t a b i l  ; dad  de7 f r a y m e n t o  i n i c i a l  d e l  
ax6n  donde s e  g e n e r a  e l  i m p u l s o - [ 4 4 ] .  E n  e l  H C  s e  e n c o n t r d  
que c o n c e n t r a c i o n e s  d e  C O R T  c o m p a t i b l e s  con  l a  u n i 6 n  a1 
r e c e p t o r  aumentan  l a  amp1 i t u d  d e  1  a s  r e s p u e s  t a s  d e  c S i  u l a s  
p i r a m i d a l e s  [ 7 6 j .  E n t r e  i o s  e f e c t o s  i n h i b i t o r i o s  pueaen  
m e n c i o n a r s e  l a  d i s m i n u c i d n  i n s t a n t d n e a  d e  l a  r e s p c e s t a  d e  
n e u r o n a s  de  . ? i p o  t i 3  amo y m e s e n c 6 f a l o  p o r  a p l  i c a c i d n  e l  e c -  
t r o f o r 6 t i c a  de  $EX y 1 a h i p e r p o l a r i z a c i 6 n  d e l  p o t e n c i a l  
de r e p o s o  de 1 3  ino toneurona  p o r  a l t a s  d o s i s  d e  c o r t i c o i d e  
d u r a n t e  una semana [ 3 1 .  
P o b l a c i a n e s  de- r e c e p  t o r e s  
0 --- La s f i i b n  de ccr%icz i ibJes  en e l  SNC h a  s f 6 3  z s t g d i - " -  
en c i t o s o l e s  d e  ce reb ra  o de H C  [ 7 7 1 .  Los r e c e p t o r e s  ?if"- 
3 
s d i i c a s  d e t e c t a d o s  t i e n e n  a f i n i d a d  por ( HZ'CQRT y - a m b f G n  
por ('3)-FLOG [ i B - 3 4 1 ,  y par  l a  t a n t a  no quedaba c l a r o  i i  
e x i s t f a  u n  hn ico  t i p o  de r e c e p t o r  o  s i  e x i s t i a n  r e c e p t c - . - >  
d i f e r e n c i a d o s  p a r a  G C  y MC en e l  S N .  
L:s e v i d e n c i a s  e x p e r i l  e n t a l e s  e s t d n  I f a v o r  de  l a  e x i s -  1- ' -  
t e o c i a  lie ambos s u b t i p o s  d e  ' r e c e p t o r e s .  P o r  and1 i s i s  d e  S c a t -  
c h a r d  [ 8 6 ]  de 1 0 s  s i t i c s  de u n i G n ,  cornpetencia  c o n  a g a n i s t a s  
I 
y s n t a g o n i s t a s  e s p e c i f i c o s  y por g r a d i e n  : e s  de u l t r a c e n t r i -  
f u g a c i d n  s e  ha e v i d e n c i a d o  dn s i t i o  de a s  t a  a f i n i d a d  por  1 0 s  
- 
,. m h .  - 
L, s i n t t : ; c 3 s  y n a + u r a l e s , , q u e  c o n s t i t u y e  e l  60-80  b de 1 0 s  
I 
r e c 9 3 t o r e s  de c o r t i c o i d e s  y l o t r o  de  a l t a  a f f n i d a d  p o r  10s 
A 3 C  s i n t i i t i c o s .  l a  ALDO y t a  bi6n  por  C O R T  [ 8 2 - 8 5 1 -  E n  c51u -  
l a s  t r a n s f o r m a d a s  C S  e i  r e e  a p t o r  de  GC t e p r e s e n t , ?  un 35 % d e  
:a  u n i f i n  d e  ambas  t i 3 u s  i 3 7 1 .  Para  e s t o s  e s t u d i o s  ha s i d o  
q u y  ' t t i ?  i z 3 d 0  3 1  EL! 2 5 9 8 3 ,  u n  G C  p u r o  que s z  l i s  szlectiva- 
. v 
~ , = f i c e  31 r e ~ e g t 3 r  , ie 5: ( 7  i d m a d o  d e  t i p o  L: } - 5n i s  f i g u r a  
. ? e ;  je e i u . : j  j n  lie : r 1 8 i i . n t z s  !e ; z  7 ~ z i ~ ~ ~ ~ ~  2 5  ~ e - f i  
c i a  y ~ u z e : i c < s  ~e < U  26933 [ 3 4 1 .  
'!n i s p e c t 3  at33 d e b a t i d o  , s u r s 9 i s r e  a h 3speci f ;"  , L . -  
F i g u r a  1 - 1 0  : E ' f e c t o  d e l  b l o q u e o  de 1 0 s  r e c e p t o r e s  de G C  
s o b r e  e l  p e r f i l  de s e d i m e n t a c i d n  de ( 3 ~ ) - A L D O  e n  c i t o s o l  
de HC. 
La cent r i fugac i6n en gradiente de g l i c e r o l  fue rea l i zada  con 
c i t o s o l  incubado con ( 3 ~ ) - A L D O  10 nM solamente ( 0 ) o  en presencia 
de l  bloqueante de receptores dc GC, RU 26988, 100 veces en exceso 
( e  ) . [Tornado de H. C o i r i n i  , t e s i s  doc tora l ,  19841. 
e l  p r i n c i p a l  IGC J e  l a  r a t a , t i e n e  una a f i n i d a d  s i n i i a r  o aGn 
mayor [ a 3 - ? 3 1 .  Se.;Ci:! e s t a  e s p e c i f i c i d a d  d e t e r m i n a d a  " i n  v i t r o i '  
l a  C O R T  2e~1,?:-iz 3 c t 2 3 r  t a n t o  d e  M C  coma d e  G C .  S i n  - .mbar;o,  
l a  p r e s z n c i a  de t r a n s c o r t i n a  puede d e t e r m i n a r  l a  e s p e c i f i c i -  
d a d  del s i s t e m a ,  ya  que e s t a  p r u t e i n a  p l a s r n d t i c a  t r a n s p o r t a - -  
<iorct de C O R T ,  no une  .4LDO, f a v o r e c i e n d o  he 2 s ~  mal?era l a  i n -  
t e r a c c i d n  d e  ALP0 con el r e c e p t o r  d e  M C ,  r e s p e c t o  de  C O R T .  
El a g r z g a d o  de  t r a n s c o r t i n a  a u n  c i t o s o l  d e  c e r e b r o  d i s m i n u -  
ye l a  a f i n i d a d  d z  C O R T  po r  e l  s i t i o  d e  MC ( 851 ,  m i e n t r a s  que  
e l  r e c e p t o r  r e n a l  c l d s i c o  d e  MC p r e s e n t a  una e s p e c i f i c i d a d  
s i i n i f a r  3 Ta d e l  H C  s i  s e  e l i m i n a  l a  t r a n s c s r t i n a  p r e s e n t e  
en e l  c i  t ~ s o l  r e n a l  ( S 8 f .  
,n e l  a n i s a l  v i v o ,  s e  sncont t -6  que una d o s i s  de  C O R T  
s a i i n o  p o s t e r i o r  a ! a  A D X  ( e f e c t o  M C ) ,  x t i e n f r ~ s  que b f o q u e a -  
-. 
- ba u n  7 0  % i a  i n c o r o o r a c i d n  a1 c e r e b r o  d e  ("3)-:LEO. ~ s t a  r e -  
l a c i S n  es:Z . je d c 3 e r d o  con l a  o c u p a c i 6 n  de  C D K T  , 3 e s a  40- 
< i s ,  de  ; a s  s i t i . 2 ~  c e  I ~ C  q i s j a n d o  7 i b r . s  1 0 s  s i t i o s  <; P I C ,  
s e g d n  i s s  r f l l ~ c i o n e s  J?  ~ a b o s  e n c o n t r - d o s  " i n  v i t - 2 ' '  ' - 7 1 .  ,. . 
c n  b a s e  a e s ~ ~ d i ' s s  " i n  v i v o "  se  ha d e t e r m i n . i s  u n a  d i  
nla l i r n b i i - 3  ( H C ,  s 2 p c l r m :  ~ r n i g d i l a ) ,  n i e n t l - a s  que ! a  i n e o ~ p o -  
r a c i d n  d e  3E:! z n  ? ; t a r  i - eq iones  es 3 a j a .  L 3  A L E 0  t i e n e  una 
c e  C O R T  p e r n  no ~ l c a n z a  a mds d~ 
I 
l a  m i t a d  d e  s u s  n i v e l e s ,  p a r  l o  q u e  52 p r u p u s o  una t e r r e r a  
poblac i i5n  d o  r e c e p t o r e s  d e  G C  con  una mayor a f i n i d a d  poi- i a  
1 
C O R T  " i n  v i v o "  [ 6 1 ] .  
3 3 ( HI-CURT y ( H I - O E X  se  mwest ra  en l a  f i g u r a  1-11, p a r a  l a  
que 5 2  i n c u b a r o n  c i t o s o i e s  d e  h i p d f i s i s  a n t e r i o r ,  i ~ i p o t d f a -  
mo, d r e a  p r e j p t i c a ,  s e p t u m ,  H C ,  a m f g d a l  a ,  c o r t e z a  c s r - e b r a l  
{ c e r e b e l o  con 7 a s  hormonas  t r i t i a d a s -  Se r e v e l d  una mtixlrna 
d e n s i d a d  d 2  s i t i o s  en e! H C ,  s i e n d o  menor en i a s  d e n d s  r e g i o -  
n e s ,  p e r o  moszrando  una a m p l i a  d i s t r i b u c i d n  c e r e b r a 7  p a r a  
G C  y HC. La ?iz5! ida  u n i d n  d e  ( 3 ~ ) - ~ ~ ~ ~  en l a  h i p d f i s i s  e s  d e -  
b i d a  a l a  p r e s 2 n c i a  d e  rnulGcuTas t r a n s c o r t i n a - s i r n : l e s  t 8 4 j .  
I n c o r p o r a c i d n  de  c a r t i c o i d e s  " i n  v i v o "  
A 1  i n y e c t a r  ('HI-CORT a un. a o i m a i  A D X ,  z e  p r o d u c e  u n a  
i n c o r p c r a c f d n  y r e t e n c i 6 n  d e i  e s t e r o i d e  r ~ d i o a c t i v a  en  11 H f  
r e s p e c t o  3 : -  s i i e r o ,  h i p O I f f s i 5  y o t r a s  r e g i c j n e s  de l  : e r e b r o  
t a l e s  eomo 2 1  hipo t47amu y l a  c o r t c z a  [ 8 9 i .  E s t u a i o s  a u t .  - 
3 
r r a d i o g r d f i c z s  i n d i c a r o n  que l a  ( H ) - C O R T  s e  l o c a i i z a  p r i n -  
c i p a l m e n t e  ? n  i a s  n e u r o n a s ,  ? s p e c i a l m a n t e  en 1 3 s  p i r a m i d a i r ?  
y g r a n u t a r e s  d e l  HC. O t r a s  r e q i o n e s  m a r c a ~ a s  i n c l u y e n  e l  i n -  
* , l u s i u m  gri;,?tinr, 2 1  szptiirn ;I i J a r n i g a a i a ,  :;7cant;.-Znictse, gna 
- n p  d i s t r i b u c i z n  a i s  a i f u s a  en t o d a  l a  c o r z e r z  ~ e r 3 5 r 3 1  L ~ ~ ] .  
.. 
L a  r e t e n c l d n  de ('.if-C~RT e s  e x p i  i c 3 6 8  par l a p r 2 s e n -  
c i a  de s j t j , o s  * e c e ; : o r o ~  s s ; f ~ a l e s  C C ~ G  ~ F i n f ~ a d  p o r  e s t a  h e r *  
- 
4 . - n o f i a .  y s r 2 n - i r 2 ?  ? U C  4 3  , I - . ' ;  . .-e;tsroides . h a  s i d o  
F i g u r a  1-11 : D i s t r i b u c i 6 n  r e g i o n a l  de r e c e p t o r e s  c i t o s 6 -  
l i c o s  p a r a  G C  y M C  e n  c e r e b r o  de r a t a .  
C i  toso les  de h i p 6 f i s i s  a n t e r i o r  ( p i t )  , hipotdlamo (Ht) , area 
predpt ica  (Apo) , septum (Sep) , h i  pocampo (HC) , amfgdal a  (Amg) , co r -  
teza cerebral  (Cx) y cerebelo (Cb) fueron incubadas con 10s e s t e r o i -  
des t r i t i a d o s  a  0-4 O C  durante 4  h  (CORT y DEX) o  20 h  (ALDO; . La 
hormona l i b r e  se separ6 de l a  unida por  f i l t r a c i 6 n  en minicolumnas 
de Sephadex LH-20. [Tomado H. C o i r i n i  , t e s i s  doc tora l  , 19841. 
u t i l i z a d a  s a r a  dece rmina r  l a  d i s t r i b u c i d n  y l a  e s o e c i f i r i d a d  
de1 s i s : ? z a  i e  ~ t c e p t o r e s  de c o r t i c o i d e s  en e l  Z N C .  La n e -  
. - - - T  2 i c : ; n  : 3  u s J ~ ~  n u c i s a r  por r a d i ~ i n m u n o  a n S i i s i ;  ; = L A )  I:?- 
mostrd  l a  i n c ~ r g o r a c i 6 n  de hormona endo'gena a1 i g u a l  que l a  
3 3 de ( 2 ) - C O R T  s x d g s n a  [ 9 0 ] .  La unidn  de ( H ) - C O R T  en c i t o s o l  
p recede  a 1 a  i n c s r p o r a c i d n  n u c l e a r  y E S  i e r r n ~ d e ~ e n d i e n t e  1 3 1 1 .  
S i n  embargo en c o n d i c i o n e s  de  mdxima c a p t a c i d n  n u c l e a r ,  a6n 
p e r s i s t e  una f r a c c i d n  de 1 0 s  s i t i o s  c i t o s 6 7 i c o s  l o  c u a i  im- 
* 
p l i c a r i a  u n  exceso  de  r e c e p t o r e s  " c r i p t i c o s " ,  n e c e s a r i o s  p z -  
. 
r a  rnantener 1 0 s  n i v e l e s  f u n c i o n a l e s  en l a  c 6 l u l a  [ 9 2 ] .  
3 L A  ( H)-3EX mues t ra  una d i s t r i b u c i d n  d i f e r e n t ~  a l a  
C O R T .  E s ~ e  SC s i n t z t i c o  no e s  r e t e n i d o  por  e l  HC en l a  mis-  
ma inedfda quz e l  n a t u r a l  y e s  p r e f e r e n c i a l m e n t e  r e t e n i d o  en 
- .  - 7a n i p 6 r ; z : s  y e n  1 3  zona v e n ~ r i c u l a r .  - a  d i s t r i b u c f d n  i e  
3 ! H ) - i 3 E X  en e l  r e s t o  d e l  c e r e b r o  e s  m a s  b ien  un i fo rme  y 1 0 s  
e s t u d i o s  a u t o r r a d i o g r i f i c o s  i n d i c a n  que l a  marcac i6n  s e  oncuen- 
t r a  en l a  n e u r 6 p i l a  c3n una t e n u e  i n c o r p o r a c i d n  ~ ~ u c l e ~ r  n  
c 6 1 u l a s  g l i a i e s .  R e c s p t o r e s  d e  G C  han S T ~ O  3 n c o n t r a d o s  
' a  n e u r c g j i : ,  a s c c i a d o s  3 l a  i n d u c c i S n  0s s e n i i r n a  g i i l l  
~ ~ 0 l - i  [ 5 5 1 .  Una ? o s i b ? ?  e x p i  i c a c i 6 n  F a r a  l a  b a j z  c a o t a c i 5 n  
. - - -  - . -  . . !e 2 q  , ;, ::, 2: ? S  l a  C S , ~ : ~ Y : . - ~ C ~ ~ Z  1 3  : - 2 ~ t p -  
- -  - 
'JTti 5 : J ~ ~ - - ~ ; ~ ? ~ ~  fif: - 3 3 7 : -  1 1 s  7 2 ~ 3 d 3 5  l o m i i n -  
qenze  u t i i  i z a a g s ,  / T o r  1 0  ::nto 7 3  3 u s s n ~ i a  de m a t c a c i j n  nu- 
. . - -  - 
:!?.,? 2 3  : - 5  - . a i u , t s  ,lo i ? ~ ?  2 i e c z c r ; l s  d e  1 9 s  
c-r;jcci<2s :33;  * L t  3 r ~ 5 2 j 1 c i 3  d e  i d s  : ? t i a s  b e  i i n ~ j n  cite- 
s6l i c o s  in91  i c a r i a  un e x c e s o  d e  r e c e p t o r e s  " c r T p t i c o s "  . La 
p r e s e n c i l  d e  e s x o s  r e c 2 - ; t z t e s  p o d r i a  e s t a r  r e i a c i o n a d a  a una 
j j f u s i ( j n  3 ;  i ? - - ~ q c f  a l  3 2 i  ? ; t e r o i d e  d e  ? a  c i r c u l a c i d n  o 9 i e n  
una d i s t r i b u c i j n  h e t e r o g e n e a  de e s t a ,  l o  que 4 a r f a  c3mo r e -  
suf t a d 0  una d i f e r e n t e  v i a  de  a c c e s o  d e  1 0 s  G C  n a t u r a l e s  :$ 
s .  
: i n r ? t s c c s  a su  s i t i o  r e c e p t o r ,  que p o d r f a  o c z r r i r  ? o r  v i z  
h e m d t i c a  ; a r a  10s G C  n a t u r a l e s  y por  v i a  d e l  l i q u i d 0  c e f a -  
f o r r a q u i a e o  p a r a  f o s  s i n t S t i c o s  como l a  D E X  [ 9 9 j .  
O n z s c e n i a  t e  7 0 s  r e c e g  t o r e s  
5e h a  d e m o s t r a d o  l a  p r e s e n c i a  L E  r e c e p t o r e s  c i t o s 6 1 i -  
c o s  d e  SC e n  z e r e b r o  d e  r a c a s  en e l  ~ e r l ' o d o  ~ e r i n a z a l ,  l a  
e s p e c i f i c i d a d  j a  ' i g a n d o  de  e s t o s  i i t i o s  e s  i n d i s t i n g u i b l e  
d e  l a  de  r a t a s  a d u l t a s  . Los n i v e l e s  de  r e c e g t o r e s  aumen tan  
d e s d e  e l  n a c i m i e n t o  a l c a n z a n d o  70s  n i f e 7 2 5  d s l  a d u f t o  o n  l a  
s e g u r i ~ z  ssmzna be v i d a  [ 9 3 , 9 4 ] .  La d e t ? r r n i n a c i d n  d e  l a  a f f -  
n i d a d  y e ?  n G n e r o  d e  s i t i o s  po r  a n i l i s i s  d 2  < c a t c h a r d  2 0  
an i f i a l  t s  i n t a l t c s  a v i d e n c i 6  una d i s m i n u c i 5 n  d e  ambos pariime- . 
t r o s  resgc tc to  d i o s  a n i n a l e s  A D X ,  1 0  que r e f i e j 6  1 3  oczoacic?ln 
de  1 0 s  s i t i o s  po r  l a  hormona e n d 6 g 2 n a .  E l  aumento  0 2  : o s  r e -  
4 
- c e p t o r e s  e s  p a r a l e l a  a 1  de 1 3  C O R T  c i r c u l a n t e .  E n  a n i m a l e s  
a d u l t a s  a l t o s  n i v e l e s  4 2  C O R Y  e s t i a  a s o c i a d o s  a una t i i sminu -  
a u s e n c i a  de i a  r e q u l a c i 5 n  po r  e l  I i g a n d o  d e  ! c s  r e  . i p c a r r s  
r- . d g r a n t e  e i  d z s a r r o ?  l o .  z I p o d e r  d e  a u c o r r e ~ u l  aqzi6n a p a r e c e  
zn  a . d u r a n t e  21 t i e s a r r c ;  7 9 ,  ' l o  c l i a ?  per:ni r.2 c;ue 
. 
i o s  n i v e i e s  ld2 r e c e p t o r  aumenten pese a1 aumento concomi-  
t a n t e  i e  ? a  c o n c e n t r a c i 6 n  de C O R T  c i r c u l a n t e  [ 9 3 ]  
CORTICOIDES Y YE 
La f n f o r m a c i d n  d i s p o n i  b7e a1 i n i c i a r s e  e s t e  t r a b a j o  
a c e r c a  Cs i z  3 c c i 6 n  de  l o s  c o r t i c o i d e s  e n  l a  HE e r a  2 s c a s a  ' -  
s e  r e f e r i a  a zspc lc tos  p a r c i a l e s  d e  l a  accio 'n  d e  1 0 s  c o r t i ~  .;-
d 2 s  sn 2 s t e  t z . i i d o .  S t u m p f  y Sar  [961 e s t u d i a r o n  por  a u t o r r a -  
d i o g r a f i a  l a  c a p x a c i 6 n  de e s t e r o i d e s  en e l  SN e x t r a - h i p o z a l g -  
3 
m i c o  e n c o n ~ r a n d o  c i a r t a  r e t e n c i 6 n  de ( 3)-CORT en  l a s  moto- 
nea:rana; $ : e  ; a  :4E c 2 r 7 t i c t i .  C l a r k  11 qco i .  [ 9 7 ]  i n f o r n a r o n  l a  
p r ? s ? n c i l  no 5 1 r i a s  d e  1 ~ r i S n  c i t o s E ;  i c o s  p a r a  G C .  L o s  deziis 
- ~ s t u j i o s ,  : e ;  z r u p o  d z  A a i l ,  sz r e f e r f a g  a 1 0 s  a f e c t o s  f a r n i a -  
3 .- c ~ f : a : c - , s  : e  i o s  i ~ d  ;sjre - 2  :onc.r:r:c:o':; !e d l i l a s  a i o g P n i -  
1335 3 ,  - 2  ; e ~ ~ , < i d : ~ : S c  i i n i - i c a  [ I - ! !  y ' a  t, Ans.;.,;s;6n s i -  
j ,- 1 : 3  2 c i ~ a b i l i d a i i  n e r v i o s a  [ 4 6 1 .  
. 7 3oc,:2rjorment' 4 7 o r  1 6  2 i 2 S  : u ? r t . i c ~ i -  
L L -  d e s  en e s L 2  - ? j 7 3 a  z u a e n c 5 ,  r e f i r i 6 n d c j e  75s nuevos  ' r ~ g a j o s  
31 ~ r a , ~ ~ ; ~ : ~ : ~  ' , 2 5 1 3  2 ;  :? !,?E csn  SC l f 0 3 - : 0 2 ]  y a l a  a u -  
- 
- - J,, torrad:;.::.:rl: 62 . it? M E  ' l e  a f l i z a ! e s  i n y e c t a d o z  con ( n ,  
1 
., 
. _ .  rr. - - "  - ,l; . - .  . . . C S R T  .,I . - - - .- , .i - - d 2 . - a . - - 3  ; 5 , : 2 i  - - . : < - - , - . -  L .  a 'd ; , "'4) -CgzT '32 
, - 
- .  
f t' ,  , 3 5  2 , ;  L: '!!2 'Jw-;R25 ti . , 3 :zr~i~-? f o r $ -  
. - c ; c r i ,  l : im;at  ,. 5 . : :  - 1 .  ,=n - ,  ~ r t a s  ns~.-~;,:dz e e l  a s c a  90 : c e r i o r  
r o n  o t r a s  evidsncias b i o q u i m i c a s  o fisia-patol6gicas is 5 2  
a c c i 6 n  en  e s t e  t e j i d o .  
ha s i d o  g r e f e r e n c f a l m e n t e  e s t u d i a d o  en e l  c e r e b r o  y en 
r e g i o n e s  d e l  nisino como e l  H C ,  que c o n t i e n e n  ana c o n c e n t r a -  
c i 6 n  e i e v a a a  d e  s i t i o s  r e c e p t o r e s .  S i n  embargo ? s f a s  i-e- 
g i o n e s  p r e s e n t a n  una g r a n  d i v e r s i d a d  e s t r u c t u r a l  y f u n c i o -  
nal  que d i f i c u l t a  l a  comprensi6n de I c s  fensmenos o b s e r v a -  
d o s .  Z n  e l l a s  1 0 s  c o r t i c o i ' d e s ,  adernis de a c t u a r  o n  1 0 s  p r 3 -  
c e s o s  b ioqui in icos  g e n e r a l e s  del  S N ,  t i e n e n  e f e s t o s  niis 2 s -  
p e c i f i c a s  t a l e s  corno !a  r e g : . i a c i d n  de l a  s e c r e c i d n  de  ACTH. 
e i n f l u e n c i a s  s o b r e  e l  compor tamiento .  La PIE e s  u n  t e j i d o  
que no e s t h  d i r e c t a m e n t e  r e l a c i o n a d o  con e s c o s  fenSmenos y 
t i e n e  u n a  2 s t r ~ 1 c s u r a  m i s  s e n c i l l a  que ha s u f r i d o  pacgs cam- 
b i g s  a  i o  l a r g o  de l a  e v o l u c i i n .  i s ~ e  t e , j i d o  y u e d e  s e r  G -  
t i 1  e n  e l  ? s t u d i o  de l a  a c c i 6 n  g e n e r a l  d e  112s  c o r t i c o i d e s  
en e l  S N  de una m a n e r a  f i - i o l b g i c a ,  s i n  a p e l a r  a u n  z i s t e -  
ma mhs s i m p 1 2  , iCn ,  como e i  e l  c u l t i v o  d e  c G i u l a s  n e r v i  . s a s ,  
7et-o que no gerz?,? essu , : ?a r  1 0 s  s u c e s o s  cU2 ~ C U r r e n  2 : :  e l  
animal  v i v o .  
j i o q u f m j c a  g",e i a  : c c ; t j r :  nor:nr; i ;di 5 T . s  : 2 r z i r , ~ i d e s  3 2  I F  
I 
Y E ,  ;I a  l a  f m p o r s a n c i a  que c s t e  : e . , i i o  pateds  t z n e r  O n  l a  
de  c a r a c t e r i z a r  l a s  s u b p o b l a c i o n e s  de  r e c e p t o r e s  e i n v e s -  
t i g a r  l a  i n t e r a c c i 6 n  d e  l a s  hormonas con e l  t e j i d o  e s p i n a l ,  
d e t e r m i n a n d o  1 a  r e l e v a n c i a  f i s i o 7 6 g i c a  d e  1 0 s  mecani  s m a s  no-  
l e c u l a r e s  i n v o l u c r a d o s .  Los e s t u d i o s  r e a l  i z a d o s  con e s t e  f i n  
f u e r o n  1 0 s  s i q u i e n t e s :  
1 )  C a r a c t e r i z a c i 6 n  de  1 0 s  s i t i o s  de un idn  c i t o s b l i c o s  
p a r a  G C :  s e  r e a l i z a r o n  e s t u d i o s  c i n e t i c o s  y de  s a t u r a c i 6 n  
de  l a  un i6n  " i n  v i t r o "  y s e  de t e rmino '  l a  e s p e c i f i c i d a d ,  e l  
e f e c t o  de r e ' a c t i v o s  p r o t e c t o r e s  e i n h i b i d o r e s .  1  a  s e d i m e n -  
t a c i o ' n  en g r a d i e n t e s  de g l i c e r o l ,  l a  d i s t r i b u c i o ' n  z o n a l  y  
l a  o n t o g e n f a  d e  1 0 s  s i t i o s  de  u n i d n .  
2 )  T r a n s f o r m a c i 6 n  de  l < o s  s i t i o s  de  u n i 6 n  de  G C  a s u  es-  
t a d o  de  a l t a  a f i n i d a d  p o r  e l  A D N :  s e  c a r a c t e r i z a r o n  70s  
c o m p l e j o s  h o r m o n a - r e c e p t o r  p o r  c r o m a t o g r a f f a  de  i n t e r c a m -  
b i o  i b h i c o ,  p a r  un idn  a  ADN-celu'osa y por  l a  u n i d n  n u c l e -  
a r  " i n  v i t r a " .  
3 )  E s t u d j o s  d e  c a 3 t a c i b n  de  G C  " i n  v i v o " :  Se d e t e r m i n d  
f a  c o n c e n t r d c i d n  de C O R T  zndbgena  y s u  d i s t r i S u c i 6 n  p o r  
R I A  y 5 2  d e t e r m i n d  l a  i n c o r p o r a e i b n  n u c l e a r  de  C O R T  i n y e c -  
4 )  I d e n t i  r i c ~ c i S n  d e  5 i t i s . s  d e  u n i j n  ? a r a  Y C :  s 2  i d e n -  
L i f i c ~ r a n  ' a s  q o o l a c i o n e s  de  s i t f o s  Ce u n i 5 n  me< : a n t e  e s -  
t u d i o s  de  s a t u r a c i j n  y c o r n p e t e n c i a ,  d e t e r m i n a n d o  su d i s -  
t o  c o n  LC: s e  e s t u d i a r o n  i o s  e f e c t o s  de  t r a t 3 m i z n ~ o s  a g u -  
y C D C ,  d e t 2 r c r f n a n d g  sus +-i?nrpos de r e s r > u e s t a ,  d o s ; s  2 L ; e c t i -  
v a s ,  l a  e s p ~ c i f i c i d a d  del e f e c t o  y l a  d i s t r i b u c i o ' n  z o n a l .  , 
Se r e l a c i g n 6  1 3  n o d i f i c a c i d n  de l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i r n d t i -  
c a s  c o n  ; 3  o c s ~ a c i 5 r - i  d z  1 0 s  s i t i o s  r e c e p x o r e s .  
p?V'!EDADES. DISTRISUC ION Y ONTOGEYIA DE LCS - & % . I L 4  
1 NTRODUCCION 
El SN e s  u n  e f e c t o r  i m p o r t a n t e  de l a s  hormonas e s t e -  
r o i d e s  y s e  han l o c a l  i z a d o  macromol6cwlas 1 i g a d o r a s  e s p e -  
c i f i c a s  en d i s t i n t a s  r e g i o n e s  mediante  miitodos h i o q u i m i c o s  
y a u t o r r a d i o g r d f i c o s .  E n  e l  caso  de 1 0 s  c o r t i c o i d e s ,  70s 
r e c e p t o r e s  s e  h a l l a n  p r e f e r e n c i a l m e n t e  en el s i s t e m a  l f m -  
b i c o ,  y e l  H C  e s  e l  que c o n t i e n e  l a s  mayores c o n c e n t r a c i o -  
nes  de s i t i o s  pa ra  1 0 s  G C  y M C  [el-84, 1051. Menores con-  
c e n t r a c i o n e s  d e  s i t i o s  tambien  s e  e n c u e n t r a n  en  e l  h i p o t h -  
lamo, s e p t u m ,  arn7 'gdala ,cerebelo y c o r t e z a  c e r e b r a l  [78, 
1 0 5 , 1 0 6 ] .  
Pese  a  1 0 s  numerosos informes  que d e s c r i b e n  ? a  dis.- 
t r i b u c i 6 n  r e g i o n a l ,  p r o p i e d a d e s  y en a l g u n o s  c a s o s  l a  po- 
s i b l e  f u n c i 6 n  de 1 0 s  r e c e p t o r e s  para  G C  en e l  c e r e b r o  [ 4 4 ,  
89 ,  207-1111, e x i s t e  una Gnica p u b l i c a c i 6 n  a c e r c a  de l a  
p r e s e n c i a  de  s i t i o s  de u n i G n  para  G C  en l a  PIE [ 9 7 ] ,  s i  b i e n  
e x i s t e n  d a t o s  en l a  1 i t e r a t u r a  que s u g i e r e n  que l o s  G C  po- 
d r f a n  t e n e r  i n f l u e n c i a  d i r e c t a  s o b r e  ? a  f i s i o l o g i a  de e s t e  
t e j i d o .  P0.r e j e m p l o ,  s e  ha mostrado que e l  t r a t a m i e n t o  con- 
c o r t i c o i d e s  a a n i m a l e s  de e x p e r i m e n t a c i 6 n  p roduce  cambios 
en l a  t r a n s m i s i 6 n  s i n z p t i c a  y en l a  e x c i t a b i l i d a d  n e r v i o s a  
[ 4 4 j ,  en  e l  c o n t e n i d o  de aminas b i o g e n i c a s  [981, l a  p e r o x i -  
dac i6n  l i p i d i c a  [ 3 9 ]  y en e l  t iempo de r e c u p e r a c i d n  l u e g o  
de l e s i o n e s  [44 ] , en  l a  M E .  
El o b j e t i v o  de e s t a  p r imera  p a r t e  d e l  t r a b a j o  f u e  
l a  d e  e s ~ u d i a r  s i  l a  ME de l a  r a t a  posee s i t i o s  a e  unidn 
c i tos r51 icos  s e m e j a n t e s  a 1 0 s  r e c e p t o r e s  de l c s  G C  de Er -  
ganos efectores cla'sicos, y d e s c r i b i r  a l g u n a s  de sus  p r o p i e -  
dades  b i o q u i m i c a s  t a l e s  como l a  c i n e t i c a  de l a  u n i 6 n ,  1 0 s  
pa rdmet ros  de unidn en e l  equilibria, l a  e s p e c i f i c i d a d ,  
e l  c o e f i c i e n t e  d e  sedirnentaci6r1,  y tarnbign l a  d i s t r i b u c i 6 n  
zonal y l a s  v a r i a c i o n e s  o n t o g e n g t i c a s .  
A N I M A L E ~  ?E ; Y ~ E ?  - ~ M E N T ~ C I O N  - 
- - 
Se u:ilizaran ratas macho M i s t a r  ( 200-258 q ) ,  mante- 
n i Q i i 5  en amlsiente eon tempet-atura constan te  e d ' f u m i n a c i b n  
cantrol8da (0T08-19.00 hs.) y alimentadas con f l u t ~ i m e n t o  Pu- 
r l n a  9 apug " a d  i fht tumfl .  Ls AGX se rulf-zb 213 d l a ~  antas 
d e l  ex.prgrfrnrnto h j o  anetr tes i i  eon d t e r  y p~steriarmente 
l o 3  animales s e  m a n t u v + a r o n  cam RaCf 8.9% Going b e b i d a ,  9 : r s  
el i a f n a ~  14 sangre de 10s t e j i $ a s ,  a n f e f  de axt saer  Ta M 
y e l  dare$?o,  1 2 5  r l t a s  s e  a n e g t s s l a r a n  con 4 t e r  y se p e r :  
?undieran con 80 mT ds N a € f  O,9X f r f a  p d r  vqa i n t r b c + r d T a -  
Ee { V 'en t r i cu la r  t t g u i e r d a ,  ) l u e g o  de urr t o r t e  en l a  vet. 
trisulzt dqretha; ,  para e l i i n i n a r  l a  sanqu-o de lcis t e j j d o s  
f i n e s  comgarativos con ~ t r d s  regtones, ya qug e ~ t f  anri-  
q u c c l d o  dv s l t l o s  de u n i d n  d e  GC y M C  f81-&4,105]. La M E  
sa a b r u y r j  l o e g o  de una c u i d a d a s a -  J a m i n e ~ t o m f a  d e s d e  l a  b a -  
se de't c z r e s r a  hast-s a1 " f t 1  urn t r r m 4 n a 7 a R  . Lha - > -  - 
r e f e r e n c i q  u t i i i z a d o s  p a r a  s e p a r a r  d i s t f n t a s  r e g i o n e s  me- 
d u f a r e s  f u e r o n  l a  primera y s e g u n d a  vertebras c e r v i c a l e s  
(c), l a  e s p i n a  m b s  p r o m i n e n t e  d e  l a  s e g u n d a  t o r a c i c a  ( T I ,  
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p e c i f i c a  a l a  O E X  . ya q u e  e s t a  no desp lara  a CORT Ce s u  
~ln iSn  a 15s proternas piasmiticas [ 1 1 4 , 1 1 5 ]  q u e  p u e d e n  h a -  
real  i zb ,  s a l v o  en l o 5  s a s o s  en que se e s p e c i f i c a ,  a O "6 
e l  t i e m p a  necOsaria para  a l c a n t a r  el r q u i l  i b r i o  ( v e r  r e s u l  - 
t a d o s ) .  L O S  e s ~ e r o i d e s  l i b r e s  se separaron de 1 0 s  u n i d o s  a 
m a c r o m o f B c u I a s  c i t o s d l f c a s  p o r  f f l t r a c i d n  en minicolumnar 
de S a p h a d e x  tH-211 ( S i g m a )  de aeuerdo a7 m d t t i d o  de Ginsbuw y col. 
11161. Se u t i l  izaron (1.3 g de Sephadex  por columna,suspendf-  
d a s  an 3 m7 de " b u f f e r "  T E M G  por  u n  minimo de; 3 h .  Se l:eili&- 
r o n  l a s  c o f ~ n n a s  y s e  e n f r i a r o n  en h a i a d e r a  1 h a n t e s  de u~ 
t i l i z a r T a s .  5 e  sembraron 0 . 2  m i  de incubado y l u e g o  0,1  m7 
de " b u f f e r " ,  Se e s p e r o '  1 5  min.  y se- e l u y e r o n  l a s  macrornol&- 
culas que u n i e r o n  a i  e s t g r o i d e  con 0 .6  m1 u e  " 5 u f f e r N ,  r e c i -  
biendg el e l u i d o  e n  v i a l e s  de v i d r i o .  L a  r a d i o a c t i v i d a d .  de .. 
t a  f r acc fdn  u n i d d  se  determini p o r  c o n t e o  d e  u n a  s a l u c i 6 n  
centelleante ~ m p ~ e e s t  p o o  4 g d d  Omnifluor (New England 
Nuclear )  par I de tolueno con una e f i c i e n c i a  d e l  60% e n  un 
c o n t a d o r  3 e c k m a n  L S - I Q O C .  L 3 5  r e s u l t a d ~ s  r e  e x p r e s a n  csmo 
Pmof de estaroide unido p o r  mg de p r o t e i n 8  6 A D N .  Las pro- 
t e 7 n a s  s e  d q t e r 8 i n a r o n  p o r  e l  n l t o d o  d s  L ~ r r y  y c o l .  [ I 1 7 1  
p r e c i p i t a d o .  
A 1  c i t o s o ?  * 1 r 3 v e n i e n t e  de 4 - 5  ' m ~ d r r 7 3 s  s e  Te a g r e 9 o  
t i n  t e r c i o  i e  i ~ l  vo!:men con e l  e s t e r a i d e  I - a d i o a c t i v o  2 n  
p r e s e n c i a  3 i i n  e l  ester1:ide nu r a d i o a c t i v o  en e x c e s o  d i -  
s u e l t s s  en e l  m i r m a  " b u f f e r " .  Las i n c u b a c i o n e s  a g 'C  se 
r e a l i z a r o n  en una mezcla  a g u a - h i e l o  y a 2 0  " C  en i n c u b a d o r  
metabo ' l i co  Dubnitff .  A d i s t i n t a s  t i empos  se tomaron a7Tcua-  
t a s  de 0.2 m i  y a r a  f i l t r a c i 6 n  en 7 a s  minicolumnas  de S e -  
p h a d e x  LH-2O.  
El c i t o s o i  f ue  p r e p a r a d o  en " b u f f e r "  can o s i n  n e r c a p t o -  
2,tanol 2 m14. A f  r c w o t a s  de 2 0 '  pi de c i t o s o i  s i n  merc : i l t s eca -  
no1 r c t c ib i e r c?  e l  agregitdil d :  25  31 d e  " b u f f e r "  o d e  " S u f f e r "  
con  p-c10rom~rcuri b e n z o a t o  ( ~ o n c e n t r a c i 6 n  f i n a l  1 mi!) o N -  
etilmafeimida c c o n c e n t r a c i 6 n  f i n a l  2 m M )  \I s.e pre i r ; :ubaron  
311 min a 9°C .  ego s e  a g r e g 6  a  cada tubo  25 1 c t  " S u f f e r "  
3 c o n  ( H ) - O E X  ( c o r . c e n t r a c i 5 n  f i h a l  1 >  n M )  con o s i n  D E X  i 0 0 0  
x y se d e t e r m i n i  l a  uniSn l u e g o  Be i n c u b a r  a 0 "C d u r a n t a  
ZZ h. 
- 
Se c 3 i a c a r 3 n  en  vat- ios  t u b 0 5  c a n t J d a d e r  v a r i a b l e s  de  
l ~ s  e s t e r a i j z s  r a c ! i o a c t i v a s  p o r  d u p l i c s d o  en s o l u c i b n  e x a -  
n i l i c a .  ,?, 1 3  , n i t a d  5 3  ' e  3 5 - 2 3 6  2 s t e r o i d e  no r a d i o a c t i v o  
disuci Z.J 3 f 3 - ; . 3  - I n  c a n t i d a d  s u f i c l e n t e  p a r a  a l c a n z a r  una 
c c n c ~ n : r 1 c i 5 n  Z 0 0 0  v e c e s  e n  e x c e s o .  E i  e t a n o l  s e  e v a p o r d  
s a j z  csrri2cse ? e  a i r e  y 10s e s t e r o i d e s  s e  d i s o i v i e r o n  en  
100 p1 de " S u f f e r " .  S e  c ~ l o c a r o n  1 0 s  t u b o s  en h i e 1 0  y se a -  
g r e g 6  203 y? d e  cf t o s o l  a cada  uno .. l u e g o  de  1 a  i n c u b a c i 6 n  
se f i l  t r a r o n  200 pl p o r  Sephadex LH-20  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  
unio'n y s e  tom6 u n a  a l i c u o t a  d e  5 0  pi p a r a  d e t e r m i n a r  r a d i o -  I, . 
*...:- - , a c r i v i d a f  toea: . La c a n c e n t r a c i 6 n  de e s t e r o i d e  radioactive 
1" 1 1 5 r e  s.. :a!culiS p o r  d i f e r e n c i a  e n t r e  e l  t o t a l  y e l  u n i d o -  
I L a  u n i 6 n  n o  e s o i  ~ T i i c a  se  d e t e r m i n 6 , p a r a  cada  c o n c e n t r a c i d n  
qanu'n a -  5 i o s  ~ Z T ~ S  ;e ~ t n a  r e g r e s i 6 n  l i n e a l  r e a l i z a d a  g r a f i c a n -  
:J y n i 6 n  ns  ~ s n r z f ' i c a  ( o b t e n i d a  de l a s  i n c u b a c i o n e s  con  es-  
t e r o i d e  n o  r i i d i a a c z i v o  en  exceso)  v e r s u s  r a d i o a c t i v i d a d : t a b a i .  
Cos  p a r i r n e t r o s  de u n 1 2 n  d e  1 0 s  g r i f i c o s  d e  S c a t c h a r d  y sus  
z r r o r e s  z s t a d T s t i c o s  s e  ca ' icularon p o r  r e g r e s i 6 n  l i n e a l  usan- 
do una minicomsu t a d o r a  Hew1 e t t - P a c k a r d  modelo  38 i5A [ 1 1 9 ] .  
ESTUOI as 2~ - .  :C;!P:TE:~C ;:A 
S e  c : !cc2rgn  l o s  comperf 4 o r ~ : s  e n  s o l  u c i 6 n  e t a n 6 i  'ta 
2 
p a r  2 ~ p l  i c 2 1 0  e n  c 0 n i 2 3 t r 3 c i o n e s  zri:.,i e s ,  j u n t o  con  
DEX ;ara z:c3nz:r +l:a z s n c ? n t r a c i 6 n  f i n s !  de  13 nd.  Se ~ v a -  
~ D F B  61 stangi u $.a dfSdlvieran l o s  astereides en 50 1 d9 
' 'Du f f e r "  con.  mol i b d a t o .  Una v e z  e n f r i a d o s  se  a g r e g 6  a zada  
t u b o  2 J 0  u7 de c i t o s o l  -In e l  misino " S u f f e r " .  t u e g a  d e  i ncu -  
b a r  s e  d e t e r m i n d  l a  u n l j n  en a1 i c u o t a s  de  2Q0 pl . 10s r e s u l -  
t a d o s  s e  2 x p r e s a r o n  como po r  c i e n t o  d e  hormona t r i t i a d a  u n i -  
' I 
da y g r n a  2 s p e c i f i c a  e n  a u s e n c i a  de  c o m p e z i d o r  y g r a f i c a d a  
t 
en a n  s i s ~ 2 3 a  !e c o o r d e n a d a r  c o n t r a  e l  I o g a r i t m o  d e  ?'a c o n -  
c e n t r a c i 6 n  d e l  c o r n p e t i d o r  en M .  La  c o n c e n t r a c i d n  de c o m p e t i -  
d o r  que p roduce  e l  5 0 %  d e  i n n i b i c i 6 n  (1D5Oconp ) s e  c a l c u l o '  
a p l i c a n d o  l a  t r a n s f o r m a c i 6 n  i o g i t - l o g  a 1 a s  c u r v a s  de compe- 
t i c i 6 n .  Las a f i n i d a d e s  r e l a t i v a s  d e  u n i d n  (RBAs)  s e  c a l c u l a -  
r o n  segu'n l a  e c u a c i 6 n  2 -, 
S E O I M E N T A C I O N  €?I G R A D I E N T E S  DE G L T C E . R O L  
Se ernpiearon c o n d i c i o n e s  s i r n i l a r e s  a  1 a s  e s t a b l e c i d a s  
por  Niu y c o l .  [ 1 2 1 ] .  A 1  i c u o t a s  de c i t o s o l  de  ME s e  i n e u b a ;  
? 
ron  con ( " 3 ) - D E X  30 nM en " b u f f e r "  con m o i i b d a t o  a  0 " C  d u -  
r a n t e  3 h .  A l T c u o t a s  ue  150  yl s e  s e m b r a r o n  en . g r a d i e n t e s  
l i n e a l e s  d e  1 6 -  11% de  g l  i c e r o l  en " b u f f e r "  con n o 1  i b d a t o .  
A 1 0 s  t u b o s  d e l  g r a d i e n t e  t amb ign  s e  i e s  a g r e g a r o n  70s mar-  
cador t r s  de  s s d i m e n t a c i 6 n  : 6 0  pl de  c a t a i a s a  d 2  h i g a d o  50-  
m l  ( 4 , 4 S )  y s e  c e n t r i f u g a r o n  a  2 0 0  000 x g  d u r a n t e  2 2  h .  a  
Los g r a d i e n t e s  s e  f r a c c i o n a r o n ,  l u e g o  d e  p e r f o r a r  e l  
f a n d o  de 1 0 s  t u b o s ,  con l a  ayuda  de  una bomba g e r i s t d l  t i c a  
L K B  y de  u n  c o l e c t o r  de  f r a c c i o n e s  R e d i r a c  LK3. Se  o b t u v i e -  
ron 2 0 - 3 0  f r a c c i o n e s  de 3 g o t a s  cada s n a .  L 3  s e d i s e n : a c i j n  
. * d 2  1 0 s  margadores  in tg rynos  ;2 estabiz . : io  e n  c a l a  7ra;iente 
por m o n i t o r f o  d e  Ic  a b s ~ r c i j n  i e  1 2 s  f r a c c f o n e s  a i l l J  nrn y 
su c o n t e n i d o  i e  r a d i o a c c i v i d a d  por  c o n t e o  de a l i c u o t a s  d e  
i a s  m i s s a s  t n  : l n  c o n t a d s r  de c e n t e l l e o  I i q u i d o -  
Pa r3  de te r rn ina r  1 0 s  valores he I o s  c o e i i c i e n t 2 s  d 2  
s e d i m e n t l c i j n  ( S Z 0  ) s e  ernple6 e l  mCiado de ; d a r t i n  y Airies 
,'El 
j l Z ? ] .  La i i n e a i i d a d  de 1 0 s  g r a d i e n t e z  se  i n v . s t i g 5  ? o r  cen -  
t r i f u g a c i o ' n  en p r e s e n c i a  de 2 ' , 6 -d ic lo ro feno l  - indo  f eno l  ; s e  
ob tuv- i e ron  l f n e a s  r e c t a s  a1 g r a f i c a r  a b s o r b a n c i a  d e l  . c o l o r a n -  
t e  a 6 0 2  nm v e r s ~ s  e i  nCaero de f r a c c i d n .  
D I C T x f  3cc '?N Zc?jAL 
- - _  _-- 
Se a g r c p a r o n  l o s  t e j i d o s  de l a s  i i s t i n t a s  zonas e s t u -  
d i a d a s  p r o v e n i e n t e s  de 2 a n i m a l e s  y s ?  hornogenizaron en 1 . 2  
3 
;n: Le " 5 ; l f F ? r x  c o n  m o l i b d a t o .  141 c i t o s o l l  s e  incub6 ccn ( :i)- 
3EX 1 '3nM! 'pa r :  dlipll:ieado y en u n  t e r c e r  t l l b o  que adernis c o n t e -  
nia  0E1 13 yM. L o s  r e s u l t a d o s  de v a r i o s  ex?e r i rnen tos  f u e r c n  
-. . - s o m e T j d z s  l n z i - i ; 5  dz d a r i a ~ z a  ( A N O V A )  y p a r a  d e t e r r n i n a r  
. -. :a s i g f i ;  ;-izaci6n de l a s  d i f e r t .  l c i a s  e n t r e  1 0 s  grupos  s e  u t i - .  
O N T Q G E N I A  a 
Se u t i l i z a r a n  rnGduias de r a t a s  i n t a c t a s  de 2 ,  4 ,  3 ,  L 3  
y 2 0  :rFas, y 3lul 20s , q u e  s e  homogenizaron e :  1 m l  d e  " b u f f e r "  
3 par i n t . t r c ~ m b i o  i ? c u b a n d a  c s n  f H ) - D E X  3 0  nM d u r a n t 2  3 h a 
J 
c u b a n d a  c o n  ( 9 ) - D E X  10 'nW d u r a n t e  22  h a 0 "C. t o s  resulta- 
d o s  s e  e x 3 r p s n r 3 s  como f ino1 d e  e s t e r o i d e  u n i d o  p o r  m g  LI? A D N .  
Se r e a l  i z 6  e l  A N O V A  d e  1 0 s  d a t o s  y l a  d i f e r e n c i a  e n t r o  l a s  
d i s t i n t a s  e d a d e s  s e  e s t u d i 6  p o r  e l  t e s t  d e  N e w n a n - ~ e i l s .  
ESTUDiOS CI i - lETiZ9S  
La  f i g u r a  11-1 i l u s t r a  1 0 s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  con c i -  
t o s o l  de  ME e n t e r a  i n c u b a d o  ? o r  d i v e r s . 3 ~  p e r i o d o s  d e  t i e m p o  
7 
con  ( " H ) - D E X  13 nM a O 5 2 0  " C  , en " b u f f e r "  c o n t e n i e n d o  6 
3 
s i n  m o l i b d a t o  d e  s o d i o  2 0  m M .  A 0 O C  l a  u n i d n  de  ( 3)-DEx 
a l c a n z d  e l  e q u i l i b r i o  a  1 a s  20 h -  d e  i n c u b a c i G n ,  m a n t e n i g n -  
d o s e  h a s t a  po r  l o  menos 30 h '  ( r e s u l t a d o s  no m o s t r a d o s ) ;  l a  
, a u s e n c i a  d e ' m o l i b d a t o  en  l a  h o m o g e n i z a c i 6 n . e  i n c u b a c i o ' n  r e -  
s u l t 6  en  una d i s m i n u c i o ' n  de  l a  unio'n de  a p r o x i m a d a m e n t e  e l  
4 0 % ,  s i n  a o d i f i c a r s e  e l  t i empo  de  e q u i l i b r i o .  A 2 0  "C en  i n -  
c u b a c i o n e s  s i n  moi i b d a t o  1 0 s  s i t i o s  de  u n i d n  i u e r o n  r 6 p i d a -  
n e n t e  i n a r t i v a d o s  [ t i e m p o  de v i d a  media  a p r o x i m a d a m e n t e  2 h ) ;  
x i e n t r a s  s u e  en 5: p r a s e n c i a  l a  u n i 6 n  s e  mantuvo en  e l  m i x ' -  
mo e n t r e  7a s  2 y , h ( f i g u r a  11-11. Los n i v e i e s  a l c a n z a d o s  
e n t r e  e s t o s  t i e m p o s  f u e r o n  s i m i l a r e s  a 1  a i c a n z a d o  p o r  e l  mis- 
no c i t o s o l  i n c u b a d o  a  G J C  , d u r a n t e  2 0  h , l o  q.12 imp1 i c a  que 
e n  ? r e s z n c i a  , l e  m o l i b d a t o  ! a  i n a c t i v a c i 6 n  de  - 0 s  s i t i o s  e s  
p r i c t i c a q e n t e  d e s p r e c i a b l e . D e  a c u e r d o  a n s t c s  d a t o s ,  s a l v o  
en ' o s  C ~ S G S  ~ 2 2  si3 e s ; ) a c i f i q u e ,  t o c ; ~ s  ; C ) S  e x p e - S m e n t o s  pos -  
t s r i o r e s  fue l -o :  r e a l  i z a a o s  a 0 "C r f u r 3 n t s  2 2  h en " S u f f e r "  
c o n t e n i e n d o  m o l i b d a t o .  a 
La f i g u r a  1 1 - 2  mue's t ra  l a  c u r v a  de  t i e m p o  d e  ' la  u n i d n  
de ('HI-CORT a  !I " C  e n  p r e s e n c i a  d e  mol i b d a t o .  E l  mhxirno 
3 F i . ? ; r a  TI-1 : C i c g t i c a  de  l a  u n i 6 n  d2 ( :-I!-sEx d n  c i t o s o l  de M E .  
A 
El cir;osal fue ~ r ~ p a r a d a  en T r i s  10 mM pH ? ,4 ,  EijT.ri 1,s mM, mercapw- 
3 t a r l ~ l  2 x!?, 91 fcero7 19% (TEMG) y fue incubarlo con (3H)-DEX du ran t e  perfo-  
40s -2: ;is.~30 indiczdos en 1zs zbscisas. E l  esteroide 1 ibre fue separada 
dei .:;I: :o sn m i n i c o l  :!ir,rlas d e  Sephadex LH-20. A :  :as incubaciones se rea' i -  
zarc;:i 1 :3 'C a n  z o i i b d a t 3  20 arl ( ~ Y O O ~ )  o s i n  67 (-MO@~). 8: l a 5  incirba- 
c?ones 3 2  r s 2 i i z a r o n  a 20 "C con a s i n  mol ibdato ;  f o s  zuadraaos a r r i b a  a 
. -l a  &sr.eckiz a s l  g r d f i c o  3 incl ican i a  unin'n de ( 2 ~ ) - O E X  en el. mismo e x p e p ; -  
inento p 2 r o  incu5z.:ao c h r a n t e  LC h 3 O O C ,  con moi f  o d a t o  (ccadrado  super!o;- 
-- 
Q j f n  e ;  . : z a d r 2 z g  f n f e r i o r ; .  
t i empo 
F i g u r r  i : - 2  -- : C i n e t i c a  de l a  u n i d n  d e  ( J ~ ) - ~ ~ ~ ~  e n  c i -  
t o s o i  e~e  Y E .  
51 ~iios01 TE  3repar6 con ME 2ntera  en TEMG con m o l i b d a t o  
y 5 2  i n m a 6  a O "C en p resenc ia  de ( 3 ~ ) - C O R ~  2,3 nM durante 10s 
tiex3ns iqdicados . , y s2  l1~cerrnin6 la unidn como se i n d i c a  e n -  
- 7  ;a :eyenca ae la ficjura ?I-L. 
de  u n i 6 n  s e  a l c a n z 6  e n t r e  1 a s  6 y  ? a s  2 8  h .  i a s  i n r u b a c i o n e s  
3 
a1 equilibria con ( H ) - C O R T  s e  r e a l i z a r o n  en 70 s u c e s i v o  en  
e s t a s  c o n d i c i o n e s  d u r a n t e  2 0  h .  
EFECTO D E  P R O T E S T O R E S  Y B L O O U E A N T E S  DE G R U P O S  S U L F H I D R I L O S  
El r e q u e r i m i e n t o  d e  u n  p r o t e c t o r  de  g r u p o s  s u l  f h i d r i l o s  
en  e l  " b u f f e r "  de i n c u b a c i d n  ha s i d o  d e m o s t r a d a ,  ya  que f a  
p r e s e n c i a  de  m e r c a p t o e t a n o l  2 m M  en  e7 " b u f f e r "  aumenta  l a  u -  
n i 6 n  en  aproximad. :mente  30% ( c o n t r o l :  4 9 . 6  fmol/mg p r o t e i n a ,  
con r n e r c a p t o e t a n o i  : 6 3 . 7 ) .  Ademds l a  u n i 6 n .  no f u e  d e t e c t a b l e  
i n c l u y e n d o  e l  e l  " b u f f e r "  de  i n cubac io ' n  b l o q u e a n t e s  de  g r u p o s ,  
s u l  f h i d r i l o s  t a l e s  como N - e t i l m a l e i r n i d a  ( 2  m M )  o  p - c lo r a rne r -  
c u r i b e n z c a t o  ( 1  m ~ ) ,  e n  a u s e n c i a  !e m e r ~ a ~ t o e t a n o l .  
ESTUDIOS DE S A T U R A C I O N  
El a n l l i s i z  de s a t u r a c i d n ' d e  ( 3 ~ ) - ~ ~ ~  s e  r e a l i z d  u t i l i -  
zando  c o n c e n t r a c i o n e s  e n t r e  0 . 2  y  30 nM y c i t o s o l  de  M E  e n t e -  
r a .  La f i g u r a  11-3  m u e s t r a  l a  e x i s t e n c i a  d e  una u 'n ica  p o b l a -  
c i d n  de s i t i o s  d ?  n i 5 n  d e  a77a  a f i n i d a d  y b a j a  c a p a c i d a d .  E n  
4 e x p e r i m e n t o s  d i f e r e n t e s ,  1.0s para ' rnet ros  d e  unio 'n d e t e r m i n a -  . 
dos  ~ l e  : a s  g r Z f i c r ? s  d e  :Sca t cha rd  f u e r o n  Nmax= if11 + - 2 3  fmol /  
mg p r o t e i n a  ;t < d =  3 . 2  + - 3 . 3  nM. 
3 U t i l i z a n d o  como l i g a n d o  ( H ) - C O R T  3-22 n M  ( f i g u r a  1 1 - 4 )  
s e  o b t u v o  u n  s i t i o  de Nmax= 32 fmol/mg p r o t e f n a  y  Kd= 1 3  n M .  
Unida ( f m o i /  mg prot.) 
F i g u r a  1 1 - 3  : A n a ' l i z i s  de  s a t u r a c i 6 n  de  l a  u n i d n  de  ( J ~ ) -  
D E X  e n  c i t o s o l  d e  M E .  
Eo es tos  ex~er imentos  se incubd c i toso l  con ( 3 ~ ) - 0 ~ ~  .2-30 nM - 
durante 22 h a  ? "C ? n  presencia de molibdato 20 mM. €1 gra'fico de 
l a  izquierda rn~zstr-a l a  curva de saturaci6n y el de l a  derecha l a  re- 
presentacirjn de Scatchard de 10s mismos datos.  En e s t e  experiment0 e l  
dmax fue 249 fino11 mg proteina ( in te rva l0  32 coniianza 35%: 142-157)- 
y l a  A3 3 , 3 3  EM. 
Fiaura  1 1 - 4  : A n ~ . l i s i s  de s a t u r a c i d n  de  l a  uni6n de 
- E n  c i  t o s o l  de M E .  
Se incub6 c i t o s o l  de ME entera con cantidades variables 
de (3~)-CCRT (3-22 nbl) durante 20 h a 0 "C en presencia de mo- 
libdato 20 nM. En 21 grsfico se muestra l a  curva de saturaci6n 
y en el a p a r ~ a d o  si.serior l a  correspondiente representacio'n de 
Sca tcha r i .  1 Umax 'ae he 82 fmoi/mg p r o t e i n a  y l a  Kd 1 3  nEl, 
ESTUDIOS DE COMPETENCIA 
3 La e s p e c i f i c i d a d  de  1 0 s  s i t i o s  de  u n i 6 n  d e  ( H ) - D E X  
en c i t o s o l  d e  ME s e  i n v e s t i g d  i n c u b d n d o l o  con e l  l i g a n d o  
radioactive y u n  r ango  ( 1 0 - 1  000  n ~ )  de  p o t e n c i a l e s  compe- 
t i d o r e s .  E n  l a  f i g u r a  11-5  s e  o b s e r v a n  : a s  c u r v a s  d e  com- 
p e t i c i 6 n  r e s u l t a n t e s  y 1 0 s  R B A s  c a l c u l a d o s  a  p a r t i r  d e  
e l l a s - p a r a  1 0 s  8  e s t e r o i d e s  e n s a y a d o s .  El o r d e n  d e  compe- 
t e n c i a  f u e  : TA w D E X  - R U  26988  >> C O R T  = p r o g e s  t e r o n a  > 
A L D O  > = - e s t r a d i o l  = t e s t o s t e r o n a ,  d e m o s t r a n d o  buena e s p e c i -  
f i c i d a d  p a r a  G C  a c t i v o s  y p a r a  l a  p r o g e s t e r o n a ,  u n  b l o q u e a n -  
t e  d e l  r e c e p t o r  de G C  [ 8 0 , 1 2 3 ] .  
La i n h i b i c i d n  p r o d u c i d a  p o r  e l  G C  p u r o  [ 8 2 , 1 2 4 ]  RU 
26988 ( 1 1  p , l 7 p  - d i h i d r o x i - 1 7 a  - ( l - p r o p i n i l  ) - a n d r o s t a n - 1 ;  
4 , 6 - t r i e n - 3 - o n a ,  o b s e q u i o  d e l  Dr-. J .  P .  Raynaud , R o u s s e l  
U c l a f )  s e  e s t u d i 6  en  3 e x p e r i m e n t o s ,  en 1 0 s  c u a l e s  s e  r e a -  
3 l i z a r o n  c u r v a s  d e  s a t u r a c i 6 n  d e  ( H I - D E X  en  p r e s e n c i a  o a u -  
s e n c i a  d e  R U  26988 2 5  nM, c o n c e n t r a c i 6 n  que p r o d u c e  5 0 %  d e  
i n h i b i c i 6 n  d e  l a  u n i d n  ap rox imada rnen t e  en e l  r a n g o  e s t u d i a -  
d o .  La f i g u r a  1 1 - 6  e s  e l  g r d f i c o  de  S c a t c h a r d  de  uno de  
1 0 s  e x p e r i m e n t o s ,  en e l l o s  l a  p r e s e n c i a  d e  R U  26988  a l t e r 6 -  
zmbos  p a r s m e t r o s  de u n i  n ,  d i s r n i n u y e ~ d o  e l  ::rnax d e  1 6 5  + -
3 2  a 1 2 2  t - 2 3  fmol/rng p r o t e i n a  ( p  -= 0 . 0 5 ,  t e s t  d e  a p a r e a d o )  
y aumentando  l a  Kd de  2 . 9  + - .0.2 a  7 . 5  + - 1 . 0  nM ( p e  0 , 0 5 ) ,  
s u g i r i e n d o  una i n h i b i c i 6 n  d e  t i a o  rn ix to .  
F i g u r a  11-5 : C o m p e t i c i d n  d e  l a  u n i d n  d e  ( J ~ ) - O ~ ~  e n  c i f o -  
s o l  de M E .  7 
Cftosol  con ( 3 3 ? - 3 ~ ~  18 1iM se incub6 zcmo 3 2  e s p e c i f f c a  an la 
ieyenda a2 l a - f i g u r a  IT-1 ?n TEYS con mci ibaa to  23 TIM, s i n  n con un 
rango (10-1 CCO nM) de 12s s i g u i e n t e s  c ~ m p e ~ i d o r e s  : GEX, TA, RU 
26988, CORT, progesxerona (PROG)  , ALDO, e s t r a d i o l  (9 )  y t e s ~ o s t e r o -  
na (J).  En l a  f i gu ra  se y a i i c 6  21 Z de unidn de l  l igando t r i t i a d o  
versus e l  l o g  de l a  conc2n:raciGn (M)  de cornpetidor. La a f i n i d a d  r e -  
l a t i v a  de uni6n ( R B A )  Fara cada cnmpetidor se muestra debajo de7 
g r z f i c o .  La RBA s e  calcuia icmo 21 porcen ta j e  de l a  concent rac i6n  321 
1 igando no marcado (!?EX) respecto de 1 a concent rac idn  de1 compe t i c o r ,  
necesa r i a s  para i n h i b i r  l a  uni6n del l igando r a d i o a c t i v o  en un 50%. 
La RBA de OEX s e  toma como iOO, 
Unida if mol-/  mg pmt.) 
3 Figura  1 1 - 6  : E f e c t o  de l  R U  2 6 9 8 8  s o b r e  l a  uni6n  de  ( H ) -  
D E X  en c i  t c s o l  de M E .  
E n  e s ~  s exoerimentos se incub6 citosol en TEYG con molibdato 
con (3~)-DE:: I - 2 0  nM durante 22 h a 0 "C, en presencia o ausencia 
de ?U 26588 25 npi. El grafico es l a  represent:=i6n de Scatchard de 
10s datos de . ~ n i o ' n .  tos circulos rellenos rec .esentan l a  unio'n I n  
las  incubzcianes controies ( s in  R U  26988) y 13s vacfos de l a s  i n c u -  
baciones con XU 26938. En este  experiment0 el Nmax del control fue 
198 final/ mg proteina ( interval5 de confianza 35% : 172-259) y con 
RU 26988 110 ( 1 2 5 - i 3 ) .  La Kd aumentd desde u n  valor de  2,s nM del 
control 3 7 , s  nM en pres2ncia de RU 26988. 
S E D I M E N T A C I O N  E N  G R A D I E N T E S  DE GLICEROL 
Una n a y o r  c a r a c t e r i z a c i d n  de  l a s  p r o p i e d a d e s  de 1 0 s  
s i t i o s  d e  u n i 6 n  de  G C  en l a  ME s e  r e a i i z 6  po r  c e n t r i f u g a -  
c i 6 n  en g r a d i e n t e s  d e  g l i c e r o l ,  c o n t e n i e n d o  m o l i b d a t o  2 0  
m M .  La f i g u r a  1 1 - 7  i l u s t r a  1 0 s  p i c o s ,  d n i c o s  y s i m e t r i c o s ,  
o b t e n l d o s  en 1 0 s  g r a d i e n t e s ,  1 0 s  c u a l e s  d e s a p a r e c e n  p o r  c o -  
i n c u b a c i 6 n  de l i g a n d o  r a d i o a c t i v o  con  u n  e x c e s o  d e  DEX no 
3 
r a d i o a c t i v a .  El c o e f i c i e n t e  de  s e d i m e n t a c i d n  de ( H ) - D E X  
u n i d a  e n  c i t o s o l  f u e  9 . 6 - 9 . 8 ,  v a l o r  s i m i l a r  a7 mostrado- . .a  - 
p r e v i a m e n t e  po r  e l  r e c e p t o r  d e  G C  d e 1  H C  [ 8 4 ] .  
D I S T R I B U C I O N  Z O N A L  
P a r a  compa rd r  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  s i t i o s  de  u n i b n -  
3 de ( H ) - D E X  de ? a  ME con l a s  d e  o t r a s  r e g i o n e s  d e l  s i s t e m a  
n e r v i o s o ,  c i t o s o l e s  d e  M E ,  H C ,  p r o t u b e r a n c i a  y b u l b o  r a q u i -  
3 d e o ,  s e  i n c u b a r o n ' d u r a n t e  2 2  h a 0 "C con  ( H ) - D E X  1 0  nM 
en  p r e s e n c i a  d e  mol i b d a t o  Como m u e s t r a  l a  t a b l a  1 1 - 1 ,  l a  
u n i d n  en  l a  ME f u e  aproxirnadarnente  l a  m i t a d  de l a  d e l  H C ,  
s i m i l a r  a  l a  d e l  b u l b o  r a q u f d e o  y 1 i g e r a m e n ; e  s u p e r i o r  a  
l a  d e  l a  p r o t u b e r a n c i a .  
La f i g u r a  1 1 - 8  m u e s t r a  u n  a n 4 l i s i s  de  s a t u r a c i d n  com- 
p a r a t i v o  e n t r e  19s s i t i o s  de  u n i d n  de  l a  ME y e l  HC. E n  t r e s  
e x p e r i m e n t o s  no h u b 0  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  en l a  Kd 
(4.9 + 1 . 3  nM en l a  ME y 2 , 9  + 0 . 4  nM en  e l  H C ) ,  p e r 0  s f  
- - 
en. e l  niimero de  s i t i o s  que f u e  40% menor en  l a  ME ( 1 7 8  + 
Figura tIi:i;aCenirifugaci6n en gradientes de g l i c e r o ~  de 
J H )  -DE!: en c i t o s o l  de ME. 
E l  ci tosol f ue  incubado con (3~)-DEX 30 nM durante 3 h a 0 OC 
en TEMG conteniendo mol i b d a t o  20 nM; alicuotas del mismo fueron co- 
locadas sobre graaien~es de glicerol 16-41% cnnteniendo molibdato 
20 inr4 y centrifugados a 200 000 g durante 22 3 a 0 O C  . A y 3 son 
13s p e r f i l s s  d 2  sediirientacidn de ( ~ H ) - ~ E x  zn : i tosol  de ,dos nedulas 
di feren~es incubadas con 1 igando tri tiado sal amente (circuios vacios) 
o en presencia de tin exceso 1 000 veces mayor de DEX no radioactiva(o). 
Ca: catalasa de higado bovino (11,3 s); Hb: hemoglobins de sangre 
humana (4,4 S ) .  
T a b l a  11-1 : Uni6n  d e  ( " 1 - D E X  e n  r e g i o n e s  d e l  S N C .  
3 ( H ) - D E X  u n i d a  
( f r n o l / m g  proteins) 
P r o t u b e r a n c i a  
Oul bo r a q u i d e o  
ME 
C i t o s o l  d e  l a s  r e g i o n e s  d e l  SN f u e r o n  i n c u b a d a s  e n  " b u f f e r "  
TEMG ( T r i s  1 0  mM pH 7 . 4 ,  .EDTA 1 . 5  m M ,  m e r c a p t c e t a n o l  2 m M ,  
3 g l i c e r o l  1 0 % )  y m o l i b d a t o  s d d i c 6  2 0  rnM, c o n  ( H ) - D E X  1 0  nM 
d u r a n t e  2 2  h a  0 "C. E l  e s t e r o i d e  1  i b r e  f u e  s e p a r a d o  d e l  
u n i d o  e n  r n i n i c o l u m n a ;  d e  S e p h a d e x  L H - 2 0  [116]. 
n  : ndmero  d e  a n i r n a l e s  e s t u d i a d o s ,  s e  r e p r e s e n t a n  l a s  me- 
d i a s  - ES. 
100- 200 300 400 
Unibn de ( 3 ~ ) - ~ E ~  I tmol/mg prot. I 
3 F i a u r a  1 1 - 8  : A n b 7 i : i s  d e  s a t u r a c i d n  d e  l a  u n i 6 n  d e  ( H ) -  
2 
D E X  en  ME e  H C .  
Se incubaron c i t o so l e s  de ME e  HC en TEMG con molibdato a 0-4 
"C dc -ante 22 h ,  en presencia de ( 3 ~ ) - O E X  0,5-1,5 nM. Se real izaron 
incuo,jciones para ie las  con u n  exceso (1 000x) de DEX no radioact iva  
para determinrzr l a  u n i o ' n  espec i f i ca .  La hormona 1  i b r e  fue separada 
en minicolumnas de Sephadex LH-20. Se muestra u n  experiment0 repre-  
sen ta t ivo  con Kd ( n ~ )  3,8  en l a  ME ( 0 )  y 2,9 en e l  H C  ( 0 )  y Nmax 
(frnol/rng protefan) de 248 y 367,  respettivamente. 
3 7  fmol/mg p r o t e i n a  v e r s u s  2 9 7  + - 50  fmol/mg p r o t e i n a ,  p  -Z 
E n  o t r o s  e x p e r i m e n t o s  l a  d i s t r i b u c i 6 n  de 1 0 s  s i t i o s  
de  unio'n f u e  d e t e r m i n a d a  en c i n c o  z o n a s  de  l a  M E .  En l a  f i -  
g u r a  1 1 - 9  s e  o b s e r v a  que e x i s t e n  mayores  c o n c e n t r a c i o n e s  en 
l a s  r e g i o n e s  que c o n t i e n e n  1 0 s  e n g r o s a m i e n t o s  c e r v i c a l  ( z o -  
. .  na B )  y l umbar  (D); y p o r  A N O V A  y e l  t e s t  de  Newman-Keuls 
* ( ' e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  e n t r e  e s t a s  r e g i o n e s  y 
T a  zona E ,  que  con t iene- r -  l a  c o l a  d e  c a b a l 1 0  y e l  " f i l u m  t e r -  
::I + - m i n a l e " ,  con e l  menor nfimero d e  s i t i o s .  Las  o t r a s  r e g i o n e s  
[ --;. 
- - -  m .  
-w 
-. - e s t u d i a d a s ,  l a s  z o n a s  A y C ,  p r e s e n t a r o n  c o n c e n t r a c i o n e s  me- 
I ;, &,-=k: - . .*-:-..--* . 
- - n o r e s ,  p e r 0  no s i g n i  f i c a t i v a m e n t e ,  a a q u e l l a s  r e g i o n e s  que 
. .. 
. . 
. - KLi -' d - - c o n t i e n e n  1 0 s  e n q r o s a m i e n t o s  c e r v i c a l  y l umbar .  
- - 
O N T O G E N I A  
Los resultados de  l a  f i g u r a  11-10  comparan e l  nSmero 
3 de s i t i o s  de  un i6n  de  ( H)-DEX en  c i t o s o l  de ME de  r a t a s  de 
d i s t i n t a s  e d a d e s .  E n  e s t o s  e s t u d i o s  s e  u t i l i z a r o n  d o s  meto-  
dos  d i f e r e n t e s .  E n  e l  p r i m e r o  s e  u t i l i z a r o n  a n i m a l e s  con 
l a s  a d r e n a l e s  i n t a c t a s ,  por  l o  que  f u e  n e c e s a r i o  a d a p t a r  u n  
m6todo de i n t e r c a m b i o  usado  3 r e v i a m e n t e  en n u e s t r o  l a b o r a t o -  
r i o  [ 1 2 5 , 1 2 6 ]  p a r a  d e t e r m i n a r  s i t i o s  t o t a l e s ,  y no l i b r e s ,  
a l a  M E .  C i t o s o l  de  r a t a s  A D X  s e  d i v i d i 6  en d o s  a l i c u o t a s ;  
una de  1 a s  m i t a d e s  s e  p r e i n c u b d  con  C O R T  L O  n M ,  que  e.s una 
c o n c e n t r a c i o ' n  s i m i l a r  a  l a  que c i r c u l a  en forma l i b r e  en l a  
F i  u r a  1 1 - 9  : D i s t r i b u c . i o ' n  z o n a l  d e  1 0 s  s i t i o s  de u n i e n  d e  
'- l a  ME. -l 
- .  
La uni6n se es tud i6  luego de incubar c i t o s o l  con ( J ~ ) - ~ ~ ~  10 nM 
durante 22 h a 0 "C en TEMG con molibdato. La d i secc ien  de l a  m6dula 
se r e a l i z e  en secciones comprendidas e n t r e  l a s  vgr tebras :  secci6n A: 
C1-C2; B: C3-C7; C: Tl-T8; D: Tg-L3 y E: Lq-Lg. Las secciones !3 y D - 
contenian 10s engrosamientos c e r v i c a l  y lumbar, mient ras  que l a  sec- 
c i 6 n  E contenia l a  c o l a  de c a b a l l o  y el " f i l u m  terminale" ,  Los r e s u l -  
tados se expresan como % de un i6n respecto a l a  secci6n D, que s e  t o -  
md como 100. Cada columna representa l a  media + E.S. de s e i s  exper i -  
mentos, cada uno de e l l o s  r e a l i z a d o  con e l  t e j i d o  obtenido de dos m6- 
du l  as. 
.k : p-=0,05 vs. unio'n en l a  seccio'n E. 
01 I 1 I I I in& 0 4 8 12 16 20 . Adulto 
3 
F i g u r a  11-10 : O n t o g e n i a  d e  l a - u n i d n  de  ( H ) - D E X  en l a  M E .  
Se u t i l  izaron r a t a s  con adrenales i n t ac t a s  ( a )  de l a s  edades que 
se  indican en l a  abscisa .  La unidn t o t a l  s e  determin6 en c i t o so l e s  in- 
cubados con (3H)-DEX 30 nM durante 3 h -a  20 "C, en TEMG con mol ibdato.  
Este procedimiento permite aproximadamente u n  90% de intercambio en t r e  
10s cor t icoides  end6genos unidos y el  1 igando t r i t i a d o  (ver  Resul tados) 
Tarnbien se  u t i l i z a ron  r a t a s  ADX t o ) ,  determinando l a  unidn a 0 O C  22 h, 
con ( 3 ~ ) - D E X  20 nM. Se representa l a  media y e l  E.S. 
i : p-=0,05 vs. l a  unidn a 10s 2,  4 y 8 d i a s  del respectivo grupo. 
r a t a  [ 5 ]  y s a t u r a  a1 r e c e p t o r  de  G C  d e l  c e r e b r o  [ 7 8 , 9 1 ] ,  
d u r a n t e  60  m i n  a  0. " C ;  l a  o t r a  m i t a d  f u e  p r e i n c u b a d a  s i n .  - 
-- 3 
a g r e g a d o s .  Luego ambas a l i c u o t a s  f u e r o n  i n c u b a d a s  con ( . H I -  
D E X  30 nM d u r a n t e  3 h a 20  " C  en p r e s e n c i a  de  m o l i b d a t o  
2 0  nM. La u n i 6 n  e n  e l  c i t o s o l  p r e i n c u b a d o  con C O R T  f u e  e l  
88 + - 6 % ( n = 3 )  d e l  c o n t r o l ,  d e m o s t r h n d o s e  a s ?  u n  i n t e r c a m -  
b i o  c a s i  complete. 
E n  e l  s egundo  m6todo s e  u t i l i z a r o n  r a t a s  A D X  24 h .  
' a n t e s ,  y l a  d e t e r m i n a c i o ' n  d e  l o s s  . s i t . ios . .  . d e  unia'n. se. r e a l  i z o '  
. 
. - -  
s i g u i e n d o  ? a  t e c n i c a  u t i l i z a d a  p a r a  e l  c i t o s o l  d e  a d u l t o s  
~ ~ ~ r ( m a t e r i a 1 e s  y r n 6 t o d o s ) l  Con ambos p r o c e d i m i e n t o s  s e  d e -  
t e c t a r o n  pocos  s i t i o s  a  1 0 s  2 y 4 d i a s  d e  e d a d ,  y un peque-  
Ro aumento  a p a r e c i d  en  e l  o c t a v o  dTa .  E n  1 0 s  d i a s  13-14 1o.s 
s i t i o s  de  un i6n  a l c a n z a r o n  e l  n i v e l  de  1 0 s  a n i m a l e s  p r e p 6 -  
b e r e s  ( 2 0  d T a s )  y a d u l t o s .  
DISCUSION : 
E s t o s  r e s u l t a d o s  , en c o n c o r d a n c i a  con e l  t r a b a j o  de  
C l a r k  y c o l .  [977 demues t r an  que l a  ME c o n t i e n e  s i t i o s  de 
3 
un i6n  para  ( H ) - D E X  s e m e j a n t e s  a  1 0 s  r e c e p t o r e s  de 1 0 s  G C  
d e s c r i p t o s  en o t r a s  r e g i o n e s  d e l  SN. A1 i g u a l  que e l  r e c e p -  i 
t o r  d e l  c e r e b r o  l a  un i6n  en l a  medula f u e  d e p e n d i e n t e  de l  
-- I 
: t i e m p o ,  mostrando e s t a b i l i d a d  a  0 "C y s i e n d o  rdpidamenge  
i n a c t i v a d o  a  20 OC[80,127,128] . El m o l i b d a t o  a u m e n t a l l a - u -  : 
-1  > 
n i d n  y l a  e s t a b i l i d a d  de l a  misma e s p e c i a l m e n t e  a  a l t a  tem- 
p e r a t u r a ,  l o  cua l  i o i n c i d e  con l a s  p r o p i e d a d e s  de  los r e c e p -  
t o r e s  de hormonas e s t e r o i d e s  [125,129] . Los r e c e p t o r e s  d e  
e s t e r o i d e s  son c o n s i d e r a d o s  a c t u a l m e n t e  f o s f o p r o t e f n a s  que 
e l  mol i b d a t o  a c t i v a  impid iendo  su d e f o s f o r i l a c i 6 n  [20 ,21,  
1291 , en v i s t a  de ; u  c a p a c i d a d  p a r a  i n h i b i r  f o s f a t a s a s  
[19]. Ademis e l  m o l i b d a t o  puede e s t a b i l i z a r  a  10s s i t i o s  de  
unitin por  i n h i b i c i 6 n  de  l a  p r o t e 6 l i s i s  com.0 m o s t r a r o n  Sherman 
y c o l .  [Ill en 6 r g a n o s  e f e c t o r e s  de 1 0 s  GC. 
Los j i t i o s  d +  un i6n  de  G C  en l a  ME pueden d i f e r e n c i a r -  
s e  de l a s  proteins; p l a s m t i t i c a s  que u n e n - e s t e r o i d e s  ya que 
3 l a  ( H ) - D E X  no e s  un ida  en e l  plasma de r a t a  [114,115] y  
ademis por e l  hecho d e  r e q u e r i r  grupos  s u l f h i d r i l o s  i n t a c t o s  
que no i n t e r v i e n e n  en l a  unitin en s u e r o  [80] . E n  concordan-  
c i a  con i n f o r m e s  a n t e r i o r e s  s o b r e  e l  r e c e p t o r  de G C  de l  c e -  
r e b r o  [80 ,128 ] ,  l a  un i6n  en l a  ME f u e  n o t o r i a m e n t e  d i s m i n u i -  
da por  1 0 s  b l o q u e a n t e s  de  s u T f h i d r i l o s  p - c l o r o m e r c u r i b e n z o a -  
t o  y  N - e t i l r n a l e i r n i d a .  
3 La u n i 6 n  de  ( H ) - C O R T  m o s t r 6  una a f i n i d a d  menor que  l a  
3 de  ( H ) - D E X  y u n  ndmero de  s i t i o s  s i m i l a r .  E s t o s  d a t o s  c o i n -  
c i d e n  con l a  a f i n i d a d  que s e  o b t i e n e  a  p a r t i r  de  l a  R B A  ' 
- 
(Kdcomp - K d d e x  x ( ~ ~ o / R B A ~ ~ ~ ~  ) )  p o r  l o  que s e  p o d r f a  d e d u -  
3 3 
c i r  que " i n  v i t r o "  ( H ) - C O R T  y  ( H)-DEX compar t en  u n  mismo 
s i t i o  e s p e c f f i c o  p a r a  G C ,  Adembs l a  a f i n i d a d  menor de  l a  C O R T  
- -.** ' (, - 
e l  G C  n a t u r a l - d e  l a  r a t a ,  e s  c o n s i s t e n t e  con l a  R B A  e n  c i t o -  ' *p .y ,$- v .. 
. 
s o l  de  h fgado  y t i m o  de l a  r a t a ,  q u e  e s  a p r o x i m a d a m e n t e  l a  : '  L - 
c u a r t a  p a r t e  que  l a  d e  D E X  l u e g o  d e  una i n c u b a c i 6 n  p r o l o n g a -  
da  a  0 '  "C [ 1 2 0 , 1 3 0 ]  . 
La R B A  de l a  A L D O  ( 7 , 1 % ) ,  l a  t e s t o s t e r o n a  y e l .  e s -  
t r a d i o l  ('1%) f u e  b a j a ,  e v i d e n c i a n d o  que e s t o s  no son  1 0 s  l i -  
gandos  n a t u r z l e s  de  e s t o s  s i t i o s  de . : un i6n .La  r e l a t i v a  p o t e n -  
3  
c i a  de  l a  p r o g e s t e r o n a  p a r a  c o m p e t i r  con l a  un i6n  d e  ( H)-DEX 
e s  c o n s i s t e n t e  con  s u  a c t i v i d a d  de  b l o q u e a n t e  d e l  r e c e p t o r  de  
G C  y  a n t i - i n d u c t o r ,  l o  c u a l  e s  u n  h a l l a z g o  f r e c u e n t e  en  d i v e r -  
s o s  s i s t e m a s  e x p e r i m e n t a l e s ,  i n c l u y e n d o  c e r e b r o  [ 8 0 , 1 2 3 ] .  
Los e f e c t o s  d e l  R U  26988 ,  u n  G C  puro  [ 8 2 , 1 2 4 ]  s e  e s t u -  
d i a r o n  p o r  s a t u r a c i 6 n  u t i l i z a n d o  una Gnica  c o n c e n t r a c i 6 n  de  
3  R U  2 6 9 8 8  v a r i a n d o  l a  c o n c e n t r a c i 6 n  d e  ( H ) - D E X ,  y p o r  d e s p l a -  
3  
z a m i e n t o  de  l a  u n i 6 n  de  una c o n c e n t r a c i 6 n  f i j a  de  ( H ) -  D E X  
con R U  26988 en u n  r a n g o  de 10-1..000nM. Ambos e s t u d i o s  e v i -  
d e n c i a n  u n  c o m p o r t a m i e n t o  no c o m p e t i  t i v o ,  como queda r e f 1  e -  
j a d o  e n  l a  v a r i a c i d n  d e  Nmax y de  Kd, y p o r  l a  d i f e r e n t e  p e n -  
d i e n t e  d e l  R U  26988  r e s p e c t o  a  1 0 s  demds c o m p e t i d o r e s .  E s t a -  
i n h i b i c i 6 n  m i x t a  puede  e x p l i c a r s e  s e g d n  u n  modelo a l o s t 6 r i c o  
d e  Sherman d e l  s i t i o  d e  u n i d n  en e l  c u a l  e l  c o m p e t i d o r  puede  
u n i r s e  a  u n  s egundo  s i t i o  a l t e r a n d o  l a  o c u p a c i d n  d e l  l i g a n d o  
t r a z a d o r  [ 3 2 ] .  A l t e r n a t i v a m e n t e  puede p o s t u l a r s e  l a  p r e s e n -  
c i a  de  una p o b l a c i 6 n  d e  s i t i o s  d e  u n i d n  c o m p l e j a ,  con s i t i o s  
que  r e a c c i o n a n  de  una manera  d i f e r e n t e  a  l i g a n d o s  y c o m p e t i -  
d o r e s .  La h e t e r o g e n e i d a d  de  r e c e p t o r e s  ha s i d o  un h a l l a z g -  
f r e c u e n t e  en.  o t r a s  r e g i o n e s  d e l  SN [ 8 3 , 8 9 , 1 0 5 ] .  
Los p e r f i l e s  d e  u n i d n  en  1 0 s  g r a d i e n t e s  d e  g l i c e r o l ,  
f u e r o n  s i m 6 t r i c o s  e v i d e n c i a n d o  que e n  p r e s e n c i a  de  m o l i b d a -  
t o  no s e  d e g r a d a b a n  y l a  e s p e c i e  i d e n t i f i c a d a  c o r r e s p o n d e .  
a1  r e c e p t o r  n a t i v o  ( n o  t r a n s f o r m a d o )  u h o l o r e c e p t o r ,  simi- 
l a r  a1 e n c o n t r a d o  e n  o t r o s  t e j i d o s  [ 1 1 , 1 2 , 8 4 ] .  
La c o n c e n t r a c i 6 n  de  1 0 s  s i t i o s  d e  u n i 6 n  e n  l a  ME f u e  
l a  m i t a d  de  l a  m o s t r a d a  por  e l  H C ,  una r e g i 6 n  r e c o n o c i d a  
p o r  su  a l t o  c o n t e n i d o  d e  r e c e p t o r  G C  [105]. El b u l b o  r a q u i -  
deo  y l a  p r o t u b e r a n c i a  t u v i e r o n  v a l o r e s  s e m e j a n t e s  a 1 0 s  ' ' e  
l a  medu l a ,  que a  j u z g a r  po r  r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s  p o d r i a  t e -  
n e r  c a n t i d a d e s  s u p e r i o r e s  a  o t r a s  r e g i o n e s  d e l  c e r e b r o  s e n -  
s i b l e ~  a 1 0 s  G C  [ 8 4 ] .  O e n t r o  d e  l a  ME hub0 t e n d e n c i a  a  una 
mayor u n i 6 n  en  1 0 s  e n g r o s a m i e n t o s  c e r v i c a l  y l u m b a r  e n r i q u e -  
c i d o s  en  s u s t a n c i a  g r i s  y una d i s m i n u c i d n  e n  l a  zona t e r m i -  
n a l ,  que comprend i a  p r i n c i p a l m e n t e  f i b r a s  n e r v i o s a s  (L4-L6.  
c o l a  de c a b a l l o  y " f i l u m  t e r m i n a l e " ) .  La d e t e c c i 6 n  de  s i -  
t i o s  en e s t a  r e g i 6 n  prueba que l a  s u s t a n c i a  b l a n c a  e s  t e j i -  
do b lanco  de 1 0 s  G C .  E n  forma s e m e j a n t e  a  l o  que s u c e d e  en 
e l  n e r v i o  B p t i c o  [ 6 5 ]  , en  l a  ME 1 0 s  s i t i o s  p o d r i a n  o r i g i -  
n a r s e  en l a s  c g l u l a s  g l i a l e s .  La mayor un i6n  d e t e c t a d a  en 
1 0 s  e n g r o s a m i e n t o s  s u g i e r e  que 1 0 s  c u e r p o s  n e u r o n a l e s  de  l a  
s u s t a n c i a  g r i s  podr fan  s e r  tambign e f e c t o r e s .  
El d e s a r r o l l o  de  1 0 s  s i t i o s  con l a  edad en l a  ME r e -  
-.^ *A ' 
....*. . I - 
. * 
-- cue rda  l a  o n t o g e n i a  d e l  r e c e p t o r  GC d e l  c e r e b r o .  E n  l a  m6- 
d u l a  l a  c o n c e n t r a c i d n  de  s i t i o s  f u e  b a j a  d e s p u g s  d e l  n a c i -  
miento  aumentando l e n t a m e n t e  h a c i a  e l  f i n a l  de l a  p r imera  
semana y  l u e g o  mds rdp idamen te  h a s t a  a l c a n z a r  1 0 s  v a l o r e s  
d e l  a d u l t o  en l a  segunda semana. Olpe  y McEwen [ 9 4 ]  infor.--  
3 
maron que l a  c o n c e n t r a c i 6 n  de s i t i o s  de un idn  d e  ( H ) - D E X  
en e l  h ipotd lamo y  e l  H C  f u e  mfnima a1 p r i m e r  d i a  y  l u e g o  
aumentaba h a s t a  e l  dTa 1 5  en que a l c a n z a b a n  1 0 s  v a l o r e s  d e l  
adul  t o .  
La c a r a c t e r i z a c i 6 n  de 1 0 s  s i t i o s  de un idn  de  1 0 s  G C  
en l a  ME s u g i e r e  que l a  a c c i d n  de e s t a s  hormonas puede me- 
d i a r s e  por  e s t o s  s i t i o s .  E n  l a  l i t e r a t u r a  e x i s t e n  i n f o r m e s  
que a s e v e r a n  que 1 0 s  c o r t i c o i d e s  i n f l u y e n  en e l  f u n c i o n a -  
miento de l a  M E .  E n  una r e v i s i 6 n  r e a l i z a d a  por  Hal l  [ 4 4 ]  
s e  resumen l a s  e v i d e n c i a s  e x i s t e n t e s  de l a  a c c i 6 n  de 1 0 s  
G C  s o b r e  l a  e x c i t a b i l i d a d  n e r v i o s a  y l a  t r a n s m i s i 6 n  s i n i p -  
t i c a ,  de te rminada  por mgtodos e l e c t r o f i s i o l 6 g i c o s .  E n  l a  
r e g i d n  l u m b a r ,  a1 t a s  d o s i s  de  m e t i l  p r e d n i s o l o n a  m o d i f i c a -  
r o n  1 0 s  p o t e n c i a l e s  de r e p o s o  d e  l a s  m o t o n e u r o n a s  de  l a  m6- 
d u l a  de  g a t 0  con h i p e r p o l a r i z a c i d n  de  membrana [ 4 4 ] .  Los G C  
m o d i f i c a n  l a  s i n t e s i s ,  l i b e r a c i 6 n  y  r e c a p t a c i 6 n  de  1 0 s  neu- 
r o t r a n s m i s o r e s  [ 4 4 ] ,  H a l l  y McGinley  [98] o b s e r v a r o n  que  una 
d n i c a  d o s i s  d e  m e t i l p r e d n i s o l o n a  t i e n e  marcados  e f e c t o s  s o -  
b r e  e l  c o n t e n i d o  de aminas  b i o g g n i c a s  en l a  mgdula  l u m b a r ;  
O t r o s  i n v e s t i g a d o r e s  d e m o s t r a r o n  que  1 0 s  c o r t i c o i d e s  promue- 
vefi l a  r e c u p e r a c i d n  f u n c i o n a l  l u e g o  de  l e s i o n e s  de  l a  ME C 
[ 4 4 ]  y que s o n  de  v a l o r  en e l  t r a t a m i e n t o  de  e n f e r m e d a d e s  
d e g e n e r a t i u a s [ l 3 1 ] .  E s t e  d l t i m o  e f e c t o  puede e s t a r  r e l a c i o -  
nado con l a  o b s e r v a c i 6 n  d e  que  a d m i n i s t r a n d o  a l t a s  d o s i s  de  
G C  s e  i n h i b e  l a  p e r o x i d a c i 6 n  l i p i d i c a  en l a  ME [ 9 9 ]  . 
E x p e r i m e n t o s  p o s t e r i o r e s  d e b e r i n  d e m o s t r a r  s i  e l  me- 
can ismo c l i s i c o  de  a c c i 6 n  de  hormonas  e s t e r o i d e a s  que  i n c l u -  
ye  dos  p a s o s ,  l a  un idn  d e l  e s t e r o i d e  a1 r e c e p t o r  y l a  t r a s -  
l o c a c i 6 n  a1 n d c l e o  d e l  r e c e p t o r  t r a n s f o r m a d o ,  e s  e l  que a c -  
tGa en l a  rngdula.  De 70  c o n t r a r i o ,  puede s e r  n e c e s a r i o  pos-  
t u l a r  u n  mecanismo no gen6mico p a r a  e x p l i c a r  1 0 s  e f e c t o s  
r i p i d o s  de  1 0 s  G C  s o b r e  l a s  ' f u n c i o n e s  e l e c t r o f i s i o l o ' g i c a s  
de  l a  ME [ 4 4 ] ,  mediado por  una i n t e r a c c i 6 n  p r e v i a  d e  l a  h o r -  
mona con s u  s i t i o  de  un i6n  [ 1 3 2 , 1 3 3 ] .  
BE, 
I.:. ; 
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Los p r i m e r o s  e s t u d i o s  b i o q u i m i c o s  de 1 0 s  s i t i o s  d e  u -  
n i d n  de E;C en - ' fa  ME s e  b a s a r o n  en sus p r o p i e d a d e s  es td lr icas  
y su  d i s t r i b u c i d n  [ 9 7 , 1 3 4 , 1 1 ] ,  p e r 0  1 0 s  p r o c e s o s  que pueden  
o c u r r i r  7uego de  l a  i n t e r a c c i 6 n  i n i c i a l  e n t r e  e l  s i t i o  d e  u -  
n i d n  y e l  l i g a n d o  no f u e r o n  a n a l i z a d o s .  
Un paso  c r u c i a l  en e l  mecanismo de  a c c i d n  d e  1 0 s  G C  en 
sus c 6 1 u l a s  e f e c t o r a s  e s  31 de  l a  t r a n s f o r m a c i 6 n  ( f i g u r a  L I I - I )  
d e l  compl e  j o  h o r m o n a - r e c e p t o r  en e l  c i  t op1  asma.  E s t e  p r o c e s o  
i n v o l u c r a  u n  cambio  c o n f o r m a c i o n a l  del  c o m p l e j o  f a c i l  i t a n d o  
s u  un idn  a  s i t i o s  n u c f e a r e s .  La  t r a n s f o r m a c i 6 n  o c u r r e  " i n  v i -  
vo" o n  c o n d i c i o n e s  f i s i o l o ' g i c a s  [I21 y puede s e r  f a c i l i t a d a  
o i n h i b i d a  " i n  v i  t r o "  m e d i a n t e  r n a n i p u l a c i o n e s  f i s i c o - q u i m i c a s  
[ 2 4 ]  como s e r  c ambios  en l a  t e m p e r a t u r a ,  f u e r z a  i 6 n i c a ,  d i l u -  
c i 6 n ,  p r e s e n c i a  d e  i n h i b i d o r e s  como e l  m o l i b d a t o ,  e t c .  [ I % ,  
28,135-1371. L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d c s  con m a r c a d o r e s  q u i m i c o s  
e s p e c P f i c o s  s u g i e r e n  que en l a  t r a n s f o r m a c i 6 n  ;e exponen  1 0 s  
g r u p o s  f u n c i o n a l e s  de  a m i n o d c i d o s  S d s i c o s  como l i s i n a ,  a r g i n i -  
na e  h i s t i d i n a  [ 1 3 8 - 1 4 0 1 .  E s t e  cambio  r e s u l t a  en u n  aumento  
d e  l a  a t ' i n idac !  i e  1 0 s  c o m p ~ e j o s  *par 1 0 s  pol i a n i o n e s ,  p r o p i e -  
d a b  que s e  u r f T i z a  p a r a  s u  c u a n t i f : c a c i 6 n  [ 2 4 f ,  La d e t e r m i n a -  
c i d n  de  c o r n p l e j o s ~ t r a n r f o r m a d o s  s e  r e a l i z a  m i d i e n d o  s u  u n i 6 n  
3 n Q c l e & s  p u r i f i c a d o s  o  ADN-ceTu1osa y su  s e ? a r a c i d n  de  a q u e -  
110s  no t r a n s f o r m a d o s  por  c r o m a t o g r a f i a  de i n t e r c a r n b i o  i 6 n i c p  
act! vacion trans'formacton 
F i g u r a  111-1 : A c t i v a c i 6 n  y t r a n s f o r m a c i 6 n  del r e c z p t o r  de  
- 
G C .  
El receptor ( R )  es una rnolGcula fosfor i lada o  bien se fos for i la  
para unir a1 esteroide (E,activacidn).  7 transformarse el  complejo 
se desfosfor i la ,  cambia 6e conformacidn y aparecen en su superficie 
cargas positivas For exoosicidn de aminodcidos bisicos ( i i s ,  arg ,  h is) .  
Este cam~io en l a  carga Aei r e c e ~ t o r  promueve su unibn a1 ADN y polia- 
niones. [Modificado d e  Cake N .  H .  y Litwack G . ,  en Biochemical Action 
o f  Hormones, t i  twack G . ,  sd . , Academic Press ( N .  York) p .  137 (1975; f . . . 
en co l  umnas d e  d i e t i l  a m i n o e t a n o  (0EAE)-ce l  ul o s a  o  DEAE-Sepha- 
dex [ 1 3 6 , 1 4 1 - 2 4 4 1 .  
E n  l a  p r e s e n t e  i n v e s t i g a c i d n  s e  e s t u d i d  l a  t r . a r l s fo rma-  
c i b n  de  c o r n p l e j o s  e i t o s d l  i c o s  " i n  v i t r o " ,  u t i l  i z a n d o  n i i c l e o s  
p u r i f i c a d o s ,  ADN-ce lu lo sa ,  DEAE-celulosa  y u n  p r o c e d i m i e n t o  
r h p i d o ' d e  m i n i c o l u m n a s  cornb inadas .  Se cornpara ron  1 0 s  comple -  
j o s  de M E  con 7 0 s  d e l  H C  y s e  e s t u d i 6  e l  e f e c t o  d e l  m o l i b d a t o  
s o b r e  su  t r a n s f o r m a c i 6 n  e n  l a  M E .  
MATERIALES Y METODOS 
ANIMALES D E  EXPERIMENTACION Y DISECCION D E L  SN 
Se u t i l i z a r o n  r a t a s  macho de l a  c epa  W i s t a r  d e  150-  
250 g  de  p e s o ,  m a n t e n i d o s ,  t r a t a d o s  y s a c r i f i c a d o s  como ya 
r e  d e s c r i b i 6  en 11 .  El S N  f u e  e x t r a i d o  s e p a r a n d o  l a  ME y 
e l  HC de  a c u e r d o  a1 p r o c e d i m i e n t o  d e  r u t i n a  d e l  l a b o r a t o r i o  -.< - 
1134 , I 1  J , 
MARCACION DE LOS SITIOS DE UNION CITOSOL.ICOS C O N  ( 3 ~ ) - ~ ~ ~  
El t e j i d o  n e r v i o s o  s e  homogeniz6 en  a l g u n o  d e ' l o s - s i -  
g u i e n t e s  " b u f f e r "  : T E M G  ( T r i s  1 0  m M ,  E D T A  1,s mM, 2-mercap-  
t o e t a n o l  2  mM y g l i c e r o l  10% ( v / v ) ,  pH 7 , 4 ) ,  TEMG+Mo (TEMG, 
m o l i b d a t o  de  s o d i o  20 m ~ )  o  TEMG-Mo (TEMG,  c l o r u r o  de  p o t a -  
s i o  30 rnM p a r a  i g u a l a r  l a  c o n d u c t i v i d a d  a  l a  de1  TEMG+Mo[lll) .. 
Luego de  c e n t r i f u g a r  a  105  000 g d u r a n t e  60  m i n  s e  o b t u v o  u n  
c i t o s o l  que  c o n t e n i a  2-5 mg de  p r o t e i n a s  p o r  m l ,  segu'n el  me- 
t o d o  de  Lowry y c o l .  [I171 u t i l i z a n d o  a l b d m i n a  de  s u e r o  b o v i -  
no p a r a  l a  c a l i b r a c i 6 n .  Todos 10s p r o c e d i m i e n t o s  f u e r o n  r e a l i -  
z ados  en f r i o  e  i n m e d i a t a m e n t e  d e s p u e s  d e  h a b e r  e x t r a T d o  1 0 s  
t e j i d o r .  El c i t o s o l  s e  i ncubd  con ( 3 ~ ) - ~ ~ ~  ( 4 4 , !  Ci lmmol ,  New 
England ~ u c l e a r )  2 0  nM d u r a n t e  20-22 h a  0 "C [ 1 3 4 , 1 1 ] .  E l  i -  
n e s p e c i f i c o  d e t e r m i n a d o  en p r e s e n c i a  d e  D E X  1 000  v e c e s  en e x -  
c e s o ,  f u e  de7 1 0 - 2 0 2  de l a  u n i d n  t o t a l  . 
P a r a  e s t u d i a r  l a  t r a n s f o r m a c i 6 n  s e  r e a l i z e  una i n c u b a c i 6 n  
p a s t e r i o r  a  2 0  "C en i n c u b a d o r  m e t a b 6 l i c o  Dubnof f  po r  e l  t i e m -  
po que se  i n d i c a  en cada  c a s o -  Pa ra  s e p a r a r  e l  e s t e r o i d e  l i b r e  
se a g r e g 6  e l  c i t o s o l  marcado a u n  p r e c i p i t a d o  de c a r t 1 6 n - d e x t ~ i n  
( c o n c e n t r a c i k i n  F f n a l ;  c a r b 6 n  2 2 ,  d e x t r b n  0 , 2 X ) ,  s e  a g i t d  e i n - '  
cub6  3 0  m i n  a  0 O C  y l u e g 6  s e  c e n t r i f u g 6  a 5 000 g ,  20 min.  E n  
3 1  s o b r e n a d a n t e  s e  de te rmino '  f a  p r e s e n c i a  de  c o m p l e j o s  t r a n s -  
fo rmados  p o r  1 0 s  mGtodos que s e  i n d i c a n .  
C R O M A T O G R A F I A  E N  C O L U M N A  DE D E A E - C E L U L O S A  
Se s i g u i 6  e l  miitodo d e s c r i p t o  p o r  Sakahue  y Thompson 
[ I 4 3 3  y Hutchens  y c o l .  [144], t o d o  e l  p r o c e d i m i e n t o  s e  . r e a -  
l i z d  a  4 "C. Se u t i l i z 6  DEAE-celulosa  Whatman D E - 5 2  p r e - h i n -  
c h a d a .  Se p r e c i c l 6  m e r c l a n d o .  con 1 0  volu'menes de  H C 1  0,s f-4 y 
r f e j ando  r e p o s a r  30 m i n ,  Luego' s e  f i l  t r b  en Buchne r  y se  l a y 6  
con ac;ua h a s t a  o b t e n e r  pH 4 en  e l  f i l t r a d o .  El p r e c i c l a d o  se 
c a m p l e t 6  r e p i t i e n d o  e l  p r o c e d i m i e n t o  con NaOH 0,s f4 y l a v a n d o  
h a s t a  n e u t r a l i d a d .  Se e q u i l i b r o '  con e l  " b u f f e r "  de  homogeni-  
z a c f 6 n  en E r l e n m e y e r  a g i t a n d o  suavemen te  can  1 0  vo16menes d e l  
mismo y e l i m i n a n d a  21 s o b r e n a d a n t e  l u e g o  de  d e j a r  d e c a n t a r  10 
min.  El p r o c e d i m i e n t o  s e  r e p i t i 6  h a s t a  l o g r a r  e n  e l  s o b r e n a -  
d a n t e  e l  mismo ~ I H  y l a  m i s m a  c o n d u c t i v i d a d  que el " b u f f e r " .  
La su spens i c jn  r e s u l t a n c e  se agrego '  a  una colurnna d e  3 , 3  cm d e  
d i d m e t r o  h a s t a  c o t n p l e t a r  un l e c h o  con u n  volumen de 3 m1. E 1  
. e q u i l i b r a d o  se c o m p l e t 6  en l a  colurnna por  e l c l c fdn  con e l  
" b u f f e r " .  
3 Se sembra ron  2  ml d e  c , i t o s o l  marcado con ( HI-DEx, s e  
d e j 6  1 0  m i n  y s e  e l u y 6  con 20  ml de  " b u f f e r " ,  u t i l i z a n d o  una 
bomba p e r i s t d l t i c a  LKB-Varioperpex 1 2  000 ,  con u n  f l u j o  de 4 0  
m l / h .  t u e g o  d e  e s t e  l a v a d o  e l  n f v e l  d e  r a d t o a e t f v i d a d  era e l  
b a s a l  ( 1 0 0  cpm ap rox imada rnen t e )  . P o s t e r i o r m e n t e  s e  e l  uyd c o n  
u n  g r a d i e n t ?  de  f o s f a t o  0 - 0 , 4  M de 50  ml o b t e n i d o  con e l  s i s -  
tema B u c h l e r  U n i v e r s a l  c o l o c a n d o  en l a s  cdmaras  c o r r e s p o n d i e n -  
t e s  2 5  ml d e l  " b u f f e r U y 2 5  m l  de KH2P04 0 , 4  M en e l  " b u f f e r "  
( a j u s t a d o  a1 mismo pH).  Se  r e c o j i e r o n  f r a c c i o n e s  de I ml con 
l a  ayuda  de  u n  c o l e c t o r  de  f r a c c i o n e s  LKP 2 1 1 2  R e d i r a c .  De ' 
l a s  f r a c c i o n e s  r e c o g i d a s  s e  tornaron a l i c u o t a s  de  1 0  p1 p a r a  
l a  d e t e r m i n a c i 6 n  d e  f o s f a t o  i n o r g i i n i c o  y  en  e l  r e s t o  s e  d e i e r -  
min6 l a  r a d i o a c t i v i d a d  po r  c e n t e l l e o  l i q u i d o .  Lcs  g r a d i e n t e s  
g e n e r a d o s  p o r  e s t e  p r o c e d i m i e n t o  f u e r o n  l i n e a l e s  en e l  r a n g o  
0-0 ,4  M d e  f o s f a t o .  
D E T E R M E N A G I O N  DE FOSFATO I N O R G A N I C 0  
Se u t i l i z d  e l  m6todo de Lowry y  Lopez ~ 1 4 5 1  m o d i f i c a d o .  
t a s  a l i c w o t a s  d e  1 0  pi d e  l a s  f r a c c i o n e s  f u e r o n  d i l u i d a s  con 4 
mi Je agua d e s i o n i z a d a .  Q e  e s t a  s o l u c i b n  s e  t omaron  a l f c u o t a s  
de O,?  m i ,  ; 1 eva'ndol a s  a u n  volumetl de  2 ml con a g u a .  Se a g r e -  
ga ron  2 m 1 -  a e l  r e a c t i v o  que c o n s i s t i a  en  3 volumenens  de  i c i d o  
a s c d r b i c o  1 9 /30  ml H20 y  2 volumenes  de  m o l i b d a t o  de amonio 
2.5% ( p / v )  en HZSO4 5 N. Se  i n c u b 6  a  6 0  O C ,  1 0  m i n ,  se  d e j 6  
e n f i l a r  y  s e  de t e rmin i l  l a  a b s d r b a n c i a  a 7 0 0  n m .  La c u r v a  d e  c a -  
l i b r a c i 6 n  s e  r e a l i z e  tomando a l i c u o t a s  de una d i l u c i 6 n  1 :400  
d e l  " b u f f e r "  con f o s f a t o  0 , 4  M .  
ENSAYO DE UNION A ADN-CELULOSA 
De acclerdo a1 mEtodo d e s c r i p t o  po r  Kovacs y c o l .  [ 1 4 6 ] ,  
s e  s u s p e n d i 6  ADN-celulosa  ( A D N  n a t i v o  de  t imo d e  t e r n e r a ,  P - L  
B i o c h e m i c a l )  en  " b u f f e r "  TEMG-10 (TEMG con a l b d m i n a  d e  s u e r o  
bovino  200 pg/ml y  NaCl 1 0  mM) y s e  l l e n a r o n  m i n i c o l u m n a s  h a s -  
t a  u n  volumen d e  0 , 4  ml .  Se l a v 6  r e p e t i d a s  v e c e s  con e l  " b u f f e r "  1-7s 
p a r a  e q u i l  i b r a r  e l  l e c h o .  E n  una chrnara .a 4 "C s e  s e m b r a r o n  . - ,*' 
3 200 pl de  c i t o s o l  prernarcado con ( H)-DEX y t r a t b d o  con c a r b b n -  1 
d e x t r h n ,  s e  e s p e r a r o n  1 0  m i n  y s e  e l u y 6  l a  f r a c c i 6 n  no u n i d a  :.;8-7: 
a A D N  con 4  l a v a d o s  de 1 ml d e  TEMG-10, r e c o g i e n d o  l a s  f r a c z f z -  - 
- 
c i o n e s  en v i a l e s .  La r a d i o a c t i v i d a d  d e l  G l t imo  v i a l  f u e  menor 
de  100 cpm ( n i v e l  b a s a l ) .  La f r a c c i 6 n  u n i d a  a  A D N  s e  e l u y 6  con 
2  l a v a d o s  de  1 n l  de  TEMG-300 (TEMG-10 con NaCl 300rnM). La r a -  
d i o a c t i v i d a d  d e l  e l u i d o  s e  c o n t 6  l u e g o  de a g r e g a r  a 1 0 s  v i a l e s  
1 0  ml de t o l u e n o  c e n t e l l e a n t e  ( 4  g  de  Omni f16o r ,  New Eng land  
N u c l e a r ,  p o r  1 de  t o l u e n o ) .  
O B T E N C I O N  D E  U N A  F R A C C I O N  N U C L E A R  PURLFICAOA 
P a r a  o b t e n e r  una f r a c c i 6 n  n u c l e a r  a1 t a m e n t e  p u r i f i c a d a  
se p r o c e d i 6  s e g 6 n  McEwen y Zigmond [ 1 4 7 ] .  . T r o z o s  de  t e j i d o  de  
100 mg f u e r o n  homogenizados  en 3 m l  de NI ( s a c a r o s a  0 ,32  M ,  
KH2P04 1 m M ,  MgCl2 3 m M ,  pH 6,5, T r i t d n  X-100 0 , 2 5 8  v l v )  con 
h o m o g e n i z a d o r  t e f l 6 n - v i d r i o .  E l  h o m o g e n a t o  s e  c e n t r i f u g 6  a  
8 5 0  g d u r a n t e  1 0  m i n .  El p r e c i p i t a d o  s e  l a v d  2 v e c e s  r e s u s -  
p e n d i P n d o l o  e n  3 ml d e  N I I  ( N I  s i n  e l  T r i t d n  X - 1 0 0 )  y v o l -  
v f e n d o  a c e n t r i f u g a r  y d e s c a r t a r  e l  s o b r e n a d a n t e .  E l  p r e c i -  
p i t a d o  f o r m a d o  s e  r e s u s p e n d i d  e n  0 , 4  m l  d e  N I I  y 2 , l  m l  d e  
N I I I  ( s a c a r o s a  2 . 3 9  M ,  KH2S04 1 m M ,  MgCIZ 3 m M ,  pH 6 . 5 ) .  sc 
m e z c l 6  a g i t a n d o  c o n  v d r t e x  y s e  c e n t r i f u g 6  a  1 5  0 0 0  g  d u r a n -  
d 
? < .  
- - - t e  45 r n i n .  El p r e c i p i t a d o ,  que c o n t e n i a  l a  f r a c c i d n  n u c l e a r  
p u r i f i c a d a ,  s e  r e s u s p e n d i d  e n  T E M G  p a r a  l a  i n c u b a c i d n  c o n  - 
J 10s c o m p l e j o s  c i t o s d l i c o s  m a r c a d o s  c o n  ( H ) - D E X .  
UNION D E  COMPLEJOS CITOSOLICOS A L A  FRACCION N U C L E A R  
3 Se  u t i l i z 6  c i t o s o l  m a r c a d o  c o n  ( H)-DEX y l u e g o  t r a t a -  
do c o n  c a r b 6 n - d e x t r d n .  Una m i t a d  s e  i n c u b d  a 4 5  " C  d u r a n t e  
2 0  rnin p a r a  i n a c t i v a r  e l  c o m p l e j o  h o r m o n a - r e c e p t o r  [ 1 3 4 , I I ] ,  
S e  m e z c l a r o n  0 , 5  rnl d e  c i t o s o l  i n a c t i v a d o  o  s i n  e l  t r a t a m i e n -  
t o  t g r m i c o  c o n  a l f c u o t a s  d e  l a  f r a c c i 6 n  n u c l e a r  q u e  c o n t e n i a n  
1 0 - 3 0  pg d e  A D N ,  s e  a g i t a r o n  y se i n c u b a r o n  p o r  d i s t i n t o s  t i e m -  
pos  a  2 0  O C  e n  i n c u b a d o r  m e t a b d l i c o  D u b n o f f .  A1 f i n a l i z a r  l a  
i n c u b a c i 6 n  s e  a g r e g a r o n  3 ml d e  TEMG f r i o ,  s e  a g i t d  y s e  c e n -  
t r i f u g 6  a 5 J 0 0  g ,  1 5  min e l i m i n a n d o  l u e g o  e l  s o b r e n a d a n t e .  S e  
r e a l  i z a r o n  3 T a v a d o s  s u c e s i v o s  con 3 ml d e  TEMG c a d a  uno y s e  
e x t r a j o  l a  r a d i o a c t i v i d a d  a s o c i a d a  a 1  p r e c i p i t a d o  2  v e c e s  c o n  
L ml de e t a n o l  a b s o l u t o .  Los  e x t r a c t o s  s e  r e c o g i e r o n  e n  v i a l e s  
d e  v i d r i o  y s e  e v a p o r a r o n  e n  e s t u f a  5 0  O r  1 2  r a d i o a c t i v i d a d  
s e  d e t e r m i n 6  Tuego de  a g r e g a r  10 ml d e  t o l u e n o  c e n t e l l e a n t e ,  
M E T O D O  RAPID0 D E  CROMATOGRAFIAS COMBINADAS EN MINICOLUMNAS 
Este m e t o d o  de Holb rook  y c o l .  [iZ] u t i l i z a  l a s  p r o p i e -  
d a d e s  de  u n i 6 n  de  1 0 s  d i s t i n t o s  c o m p l e j o s  c i t o s 6 l i c o s  p a r a  s e -  
p a r a r  r a ' p i d a m e n t e  1 0 s  c o m p l e j o s  t r a n s f o r m a d o s ,  no t r a n s f o r m a -  
dos  y o t r o s  c o m p l e j o s ,  p r i n c i p a l m e n t e  m e r o - r e c e p t o r e s ,  El s i s -  
tema es t i4  c o m p u e s t o  po r  t r e s  m i n i c o l u m n a s  a r m a d a s  con  j e r i n g a s  
d e  I ml c o n e c t a d a s  e n  s e r i e  ( f i g u r a  111-2). A l a  columna i n f e -  
r i o r  s e  l e  a g r e g a r o n  0 , 4  m1 d e  s u s p e n s i 6 n  50% d e  h i d r o x i a p a t i -  
t a  (HAP) en  " b u f f e r "  Hepes 10  m M ,  pH 7,6 con m o l i b d a t o  d e  s o -  
d i o  10 m M ,  s e  d e j 6  d r e n a r ,  s e  c o m p l e t d  con e l  y s e  c o -  ? 
. .A 
n e c t 6  l a  m in i co lumna  d e l  'medio e v i t a n d o  l a  p r e s e n c i a  d e  b u r b u -  
* - f -  
j a s  de a i r e .  A e s t a  s e  l e  a g r e g a r o n  0 , 4  ml de  s u s p e n s i 6 n  50% 
de  DEAE-ce lu losa  en e l  " b u f f e r "  Hepes 10  m M ,  pH 7,6, s e  d e j 6  
d r e n a r  y  s e  c o m p l e t d  con  " b u f f e r "  p a r a  c o n e c t a r  l a  co lumna  s u -  
p e r i o r .  E s t a  s e  l l e n d  con 0 , 4  ml d e  ADN-ce lu losa  5 0 %  e n  e l  
" b u f f e r "  Hepes  con m o l i b d a t o .  Se  e n f r i d  e l  s i s t e m a  en  e l  c u a r -  
t o  f r i o  ( 4  "C)  . donde s e  r e a l i z a r o n  1 a s  demds o p e r a c i o n e s .  A n -  
t e s  de u t i l i z a r  l a s  m i n i c o l u m n a s  s e  l a v a r o n  con 2 rn1 d e l  " b u f f e r "  
TDM ( ~ r i s  1 0  m M ,  d i t i o t r e i t o l  0.5 m M ,  mol i b d a t o  10  m M ,  pH 7 , 6 ) ,  
m e d i a n t e  una j e r i n g a  de 1 0  ml c o n e c t a d a  en  l a  p a r t e  s u p e r i o r .  S e  
d e j 6  d r e n a r ,  s e  s a c 6  l a  j e r i n g a  y s e  s e m b r a r o n  0.1 ml d e l  c i t o -  
s o l  a ana l iza r  en  l a  columna s u p e r i o r .  Se c a l o c 6  l a  j e r i n g a  d e  
10  ml con i g u a l  volumen de  TOM y s e  e l u y 6  a p l i c a n d o  p r e s i d n  s o -  
Figura  111-2 : Minicolumnas u t i l i z a d a s  p a r a  l a  s e p a r a c i 6 n  
de 1 0 s  compie jos  c i t o s 6 l i c o s  que l i g a n  G C .  
Se rea' isan con jeringas d e  1 m l  cortadas por l a  nitad e in tc r -  
conectadas . - a  eiucio'n r;e real izo' con LO m1 de "buffer" con otra  j e -  
r inga  conectada en la parte superior. En el r ec ip i rn te , in fe r io r  se 
recoge el esreroide 1 ibre [ 1 2 ] .  
b r e  e l  Embolo d e  l a  misma. Una v e z  f i n a f i z a d a  l a  e l u c i d n  s e  
h i z o  p a s a r  a i r e  p a r a  e l i m i n a r  e l  1  Tquido a e  1 a s  c o l u m n a s .  Se  
d e s e o n e c t a r o n  l a s  co iumnas  y s e  v a c i d  su  c o n t e n i d o  en  v i a l e s  
aplicrrxrda p r e s t 6 n  en  sentf$a f n v e r s o .  Se a j r e g d r o n  I 0  m T  d e  
l i q u i d 0  c e n t e l l e a d o r ,  s e  a g i t 6  y se d e t e r m i n d  ? a  r a d i o a c t i v i -  
d a d .  
AI  p a s a r  u n  c i t o s o l  po r  e s t e  s i s t e m a ,  1 0 s  c o m p l e j o s  
i r a n s f o r m a d o s  son  r e t e n i d o s  p o r  l a  ADN-ce lu losa  d e  l a  rnin. ico- 
lumna s u p e r i o r ,  1 0 s  no t r a n s f o r m a d o s  p o r  l a  DEAE-ce lu losa  d e  
l a  i n t e r m e d i a  y 10s  m e r o - r e c e p t o r e s  y derna's c o m p l e j o a  que  na 
s e  unen a  A D N  o  D E A E  qusdan  r e t e n i d o s  e n  l a  H A P  de  l a  m i n i c o -  
lumna i n f e r i o r .  
E s t e  m6todo o f r e c e  1 a s  s i g u i e n t e s  v e n t a j a s  s o b r e  1 6 s  m G -  
t o d o s  - c r r r m d t o g r a f i c o s  e o n v e n c i o n a l  e s :  I )  v e l o c i d a d ,  l a  s e p a -  
r s c i d n  s e  r e a l i z a  en 5 - 1 0  m i n  r e d u c i e n d o  e l  t i e m p o  e n  e l  c u a l  
puede o c u r r i r  l a  d e g r a d a c i 6 n  o d i s o c i a c i o ' n  de l o s ,  c o m p l e j o s ,  
2 )  s e  pueden a n a l i z a r  s i r n ~ l t d n e a m e n t e  v a r i a s  m u e s t r a s ,  permi- '  
t i e n d o  e s t u d i o s  comparatives rnds r i g u r o s o s ,  y 3 )  s e  r e q u i e r e n  
r n u e s t r a s  muy pe.queAas. 
A N A L I S I S  ESTADISTICO 
t c s  r e s u i t a d o s  o b t e n i d o s  se e s t u d i a r o n  p o r  A N O V A  y s e  u -  
t i l i z d  e l  test de Newman-Keuls p a r a  l a s  ~ o m p a r a c i o n e s  m d l t i p l e s  
y e l  t e s t  de " t "  de  S t u d e n t  p a r a  l a  c o m p a r a c i d n  d e  d o s  g r u p o s  
de d a t o s .  Se u t i l i z d  una compu tado ra  H e w l e t t - P a c k a r :  8 6 .  
RESULTAUOS 
U N I O N  D E  C O M P L E J O S  C E T O S O L I C O S  A  LA FRACCION N U C L E A R  
La f i g u r a  I I r - 3  m u e s t r a  l a  wnidn a  l a  f r a c c i d n  n u c l e a r  
3 p u r i f f c a d a  de  c a m p l e j a s  c i t o s 6 l i c o s  fo rmados  e n t r e  l a  ( H ) -  
DEX y s u s  s i t i o s  de  u n i b n .  E l  c i t o s o l  f u e  p r e v i a m e n t e  i n c u -  
3 bad0 con ( H ) - D E X  a 0 O C  y t r a t a d o  con c a r b b n - d e x t r d n .  Luego 
f u e  s e p a r a d o  en d o s  f r a c c . i o n e s  i d e n t i c a s ,  una de e l l a s  s e  
i n c u b 6  a 45  "C p a r a  l i b e r a r  a1 e s t e r o i d e  de  l a  u n i d n  a ma- 
. c r o m o l e ' c u l a s ,  l a  o t r a  f u e  m a n t e n i d a  a  0 ' C .  E n  l a  f r a c c i o ' n  
en l a  c u a l  e l  c o r t i c o i d e  e s t a b a  l i g a d o  a  su  s i t i o  de  u n i d n  
s e  o b s e r v 6  u n  aumento en l a  un i6n  n u c l e a r  d u r a n t e  1 h de  i n -  
c u b a c i d n  a  2 0  "C. E n  l a  o t r a  f r a c c i d n  c i t o s b l i c a ,  que co f l t e -  
3 
n i a  l a  misma c o n c e n t r a c i 6 n  de  ( H ) - D E X  y demgs componen te s  
d e l  c i t o s o l ,  p e r 0  e l  e s t e r o i d e  no s e  e n c o n t r a b a  u n i d o  a  su  
s i t i o  e s p e c i f i c o ,  l a  un i6n  n u c l e a r  f u e  muy b a j a ,  s i m i l a r  a1 
v a l o r  b a s a l  ( t i e m p o  = 0 )  de l a  f r a c c i d n  a n t e r i o r  y no v a r i 6  
' con e l  t i e m p o .  
CROMATOGRAFIA E N  COL.UMNA D E  D E A E - C E L U L O S A  
La t r a n s f o r m a c i b n  d e  l o s  s i t i o s  s e  e s t u d i 6  p o s t e r i o r -  
. 
mente por  c r o r n a t o g r a f i a  en  columna d e  DEAE-ce lu losa .  Por  e s -  
t e  metodo 1 0 s  s i t i o s  t r a n s f o r m a d o s  pueden s e p a r a r s e  d e  1 0 s  
no t r a n s f o r m a d o s .  La c r o m a t o g r a f i a  s e  realize' con  a l i c u o t a s  
3 de c i t o s o l  de ME e H C  p r e v i a m e n t e  marcado  con ( H ) - D E X -  t o s  
t iempo incubacidn ( min ) 
F i g u r a  111-3  : Un io ' n  de  c o m p l e j o s .  c i t o s d l i c o s  a l a  f r a c c i d n  
n u c l e a r .  3 Se incub6 c i t o s o l  con ( H)-DEX 20 nM a 0 "C du ran te  20 h y se l o  
t r a t d  con carb6n-dext rdn para e l  i m i n a r  l a  hormona 1 i b r e .  La m i  t a d  se 
incub6 20 min  a 45 "C (---e--- ) para 1 i b e r a r  a1 l i g a n d o  de 10s comple- 
j os .  La o t r a  m i  t a d  se mantuvo a 0 "C (---o-). 0,5 ml de cada c i t o s o l  
se incubaron con l a  f r a c c i 6 n  nuc lea r  p u r i f i c a d a  ( v e r  m a t e r i a l e s  y mgto- 
dos) a  20 "C po r  10s tiernpos ind icados  en l a  absc isa .  A1 f i n a l i z a r  l a  
incubaci6n se agregaron 3 m l  de " b u f f e r "  y se desca r td  e l  sobrenadante 
luego de c e n t r i f u g a r  a  5 000 g 15 rnin. Luego de r e a l i z a r  3 l avados  con 
3 m i  de " b u f f e r "  cada uno, se e x t r a j o  l a  r a d i o a c t i v i d a d  asoc iada  a 10s 
p r e c i p i  tados con e tano l  abso lu to  y se l a  determin6 po r  c e n t e l  l e o  1 i q u i -  
do. 
c i t o s o l e s  f u e r o n  p r e p a r a d o s  en p r e s e n c i a  d e  m - ' i b d a t o ,  p a r a  
l o g r a r  f a  ? n h i b i c i G n  de  l a  t r a n s f o r m a c i 6 n  [28I o e n  a u s o n c i a  
d e I  m i s m o  2 i n c u b a d u s  d i s t i n t o s  t i e m p o s  a 20 "C p a r a  i n c r e -  
m e n t a r  l a  m i s m a .  La f f g u r a  111-4 muestra que s3 1 0 s  e i t o s o -  
l e s  d e  ambos t e j i d o s  e r a n  i n c u b a d o s  e n  TEMG+Mo a 0°C y l a  
3 ( H I - D E X  r e t e n i d a  en  l a  columna e r a  e t u i d a  c o n  e l  g r a d i e n -  
t e  d e  f o s f a t o  de  p o t a s i o  0-400 mM, a p a r e c f a  u n  d n i c o  p i c o  a  
una c o n c e n t r a c i 6 n  d e  1 0 0  mM de  l a  s a l  ( g r d f i c o s  A y E ) .  A 
0 O C  p e r o  i n c u b a n d o  con TEMG-Mo, en  ambos c a s o s ,  a p a r e c i 6  
u n  s egundo  p i c o  que s e  e l u l ' a  con e l  f r e n t e  d e l  g r a d i e n t e  
( g r d f i c o s  i3 y F ) ,  p e r 0  no l o  h a c i a  en  e l  l a v a d o  p r e v i o  con  
" b u f f e r " .  E s t e  p i c o  aument6  I i g e r a m e n t e  s i  e l  c i t o s o l  mar-  
c a d 0  e r a  i n c u b a d o  d u r a n t e  15 -30  r n i n  a 20 " C  (C,D,G y  H I .  .El 
p i c 0  mds r e t a r d a d o  s e  d e g r a d 6  c o n s i d e r a b l e m e n t e  l u e g o  de  30 
m i n  de  i n c u b a c i e n  (b y  H). E s t e  c o m p o r t a n i e n t o  e s  s i m i l a r  a1 
d e s c r i p t o  po r  o t r o s  a u t o r e s  que a t r i b u y e r o n  el p i c o  I ,  que 
e l u y e  a  b a j a s  c o n c e n t r a c i o n e s  s a l i n a s ,  a1 r e c e p t o r  t r a n s f o r -  
mado y e l  p i c o  11, que e l u y e  a  mayo re s  c o n c e n t r a c i o n e s  s a l i -  
n a s ,  a 1  r e c e p t o r  no t r a n s f o r m a d o  [ 1 4 3 , 1 4 4 1 .  
UNION A ADN-CELULOSA. 
L a  c i n e ' t i c a  d e  ' l a  t r a n s f o r m a c i o ' n  - i n  v i t r o ' .  f u e  e s t u -  
d i a d a  con  m i n i c o l  umnas de  ADN-ce1 u l b s a .  L a  f i g u r a  111-5  mues- 
t r a  1 0 s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  l u e g o  d e  i n c u b a r  c i t o s o l  p r emar -  
c a d 0  a  20 O C  e n  n r e s e n c i a  ( g r d f i c o  i n f e r i o r )  o  a u s e n c i a  ( g r i -  
Fracc i  ones 
F i g u r a  I 1  1 - 0  : S e p a r a c i 6 n  d e  c o m p l e  j o s  t r a n s f o r m a d o s  y no 
t r a n s f o r m a d o s  p o r  c r o m a t o g r a f i a  c o n  DEAE-cel u l o s a .  
t o s  c i t o s o l e s  de ME ( g r d f i c o s  E-H)  y de AC (g r t i f i cos  A - D )  fue- 
ron preparados en TEMG con mot i bda to  (A  y E) pdra o b t e n e r  10s comple- 
j o s  no transformados, o en TEMG sin molibdato ( B - D  y F-H).  Se incu- 
baron eon (3H)-DEX a O "C, 22 h y luego 15 ( C  y G )  o 3Q nin ( D  y H)  
a 29 "C, a q u e l l o s  co r r e spond ien t e s  a 10s g r d f i c o s  A,  8 ,  E y F se man- 
t uv ie ron  a 0 "C. Luego s e  t r a t a r o n  con carbo'n-dextrin y s e  sembraron 
en columnas d e  DEAE-celulosa. Se lavd  con el "buf fe r"  u t i l  i zado  en l a  
preparac i6n  de1 c i t o s o l  y luego se e luy6  con un g r a d i e n t e  l i n e a l  d e  
f a s f a t o  de p o t a s i o  0-0,4 M .  En l a s  f r acc iones  s2 determin6  l a  r ad io -  
a c t i v i d a d  (-+-) y l a  concent rac i5n  d e  f o s f a t o  inorgZnico ( - - - ) .  
f i c o  s u p e r i o r )  de m o l i b d a t o  s d d i c o .  E n  s u  p r e s e n c i a  t o d o s  
1 0 s  c o m p l e j o s  f u e r o n  e l u i d o s  de  l a  colurnna con e l  l a v a d o  i -  
n i c i a l ,  JI l u e g o  de 1 h p r d c t i c a r n e n t e  no s e  d e t e c t a r o n  comple -  
j o s  t r a n s f o r m a d o s  r e t e n i d o s  en l a  ADN-celulosa  y que se e l u -  
yen  con c l o r u r o  de  s o d i o  300 mM. La i n c u b a c i d n  a  20 "C no a -  
f e c t d  l a  e s t a b i l i d a d  d e  1 0 s  c o m p l e j o s  ya que l a  un idn  s e  man- 
- y t u v o  c o n s t a n t e  en e l  t r a n s c u r s o  de  l a  i n c u b a c i d n .  E n  a u s e n c i a  &@I& .- - . ,-4 . . d e  m o l i b d a t o ,  en  ca rnb io ,  1 0 s  c o m p l e j o s  r e t e n i d o s  en l a s  co lum-  . r -  
I - .  
- - 
c - r '  - 
" .. 
1 - - n a s  aumen ta ron  a l c a n z a n d o  e l  v a l o r  mdxirno despue ' s  de  1 0 s  30 -  
-.- .- 
. a 
45 m i n  de i n c u b a c i d n .  La u n i d n  t o t a l  y  1 0 s  c o m p l e j o s  no r e t e -  
8 .  - 
n i d o s  d i s m i n u y e r o n  marcadamen te ,  e v i d e n c i d n d o s e  l a  d e g r a d a c i d n  1- ,+ : i; :. . de  1 0 s  mismos.. A l a  h o r a  de  i n c u b a c i d n ,  l a  m i t a d  de  1 0 s  com- 
p l e j o s  e r a n  t r a n s f o r m a d o s ,  y  s e  e v i d e n c i d  que  e s t o s ,  c u y o s  
v a l o r e s  s e  m a n t u v i e r o n  i n v a r i a b l e s .  p o s e i a n  una mayor e s t a b i -  
l i d a d  que 1 0 s  no t r a n s f o r m a d o s .  
La t a b l a  111 -1  d e t a l l a  e l  e f e c t o  d e l  m o l i b d a t o  s o b r e  
l a  d indmica  de  1 0 s  c o m p l e j o s  c i t o s d l i c o s  d e  l a  ME. E n  e l l a  
s e  m u e s t r a  l a  un idn  a  ADN-celulosa  de  1 0 s  c o m p l e j o s  p r e s e n -  
t e s  en c i t o s o l e s  p r e p a r a d o s  con o  s i n  m o l i b d a t o  i n c u b a d o s  
3 45  m i n  a  20 "C l u e g o  d e  l a s  3  h de i n c u b a c i 6 n  con  ( H I - D E X .  
E n  a u s e n c i a  de  m o l i b d a t o  l a  un idn  t o t a l  d i s m i n u y d  s i g n i f i -  
c a t i v a m e n t e  ( d e  9 3  a  5 1  f m o l l  mg p r o t e f n a ) ,  m i e n t r a s  que 
1 0 s  c o m p l e j o s  t r a n s f o r m a d o s  aumen ta ron  1 0  v e c e s  ( 1 , s  a  15  
f m o l /  mg p r o t e i n a ) ,  s i e n d o  c a s i  e l  30% de  l a  u n i d n  t o t a l .  
La d i f e r e n c i a  en l a  u n i 6 n  t o t a l  f u e  d e b i d a  a  l a  i n a c t i v a -  
Tiernpo a 20 O C  (min) 
F i g u r a  1 1 1 - 5  : D e t e r m i n a c i 6 n  c o n  A D N - c e l u l o s a  d e  l a  c i n 6 -  
t i c a  de  t r a n s f o r m a c i d n  d e  1 0 s  c o m p l e j o s  c i  t o s 6 1  i c o s .  
Los c i t o s o l e s  se o b t u v i e r o n  en presencia de mol i b d a t o  ( g r i f i c o  
i n f e r i o r )  o  en su ausencia ( g r i f i c o  s u p e r i o r )  y se i ncuba ron  20 h a 
0-4 "C con ( 3 ~ ) - D E X  20 nM. Se i n c u b a r o , ~  duran te  10s t i en~pub  i r id i cd -  
dos a 2Q "C y 52 t r a t a r c n  con ca rb6n -dex t r i n .  Se sembraron a l i c u o t a s  
en minicoiuinnas de ADN-celulosa y se e luyeron  10s comple jos no t r ans -  
formados, que no se unen a ADN-celulosa, con TEMG-10 ( ~ a ~ 1  10 mM, 
A 
- . )  , y 1 os compl e  j o s  t ransformados, un idos a 1 a ADN-cel u l  osa, 
con TEMG-300 (NaC1 300 mM, -), recogiendo 10s e l u i d o s  en v i a -  
l e s .  La unio'n t o t a l  (-) se determin6 sirmando l a  de l a s  dos 
f r acc iones .  
T a b l a  111-1: E f e c t o  d e l  m o l i b d a t o  s o b r e  l a  u n i 6 n  de corn- 
Comple jos  c i  t o s b l  i c o s  
( f m g f / m g  p r o t . )  
No t r a n s -  T r a n s -  % d e  t r a n s -  
B u f f e r  n T o t a l  es fo rmados  fo rmados  formaci6rr  
€ 3  c i t o s o l  de  ME s e  o b t u v o  e n  p r e s e n c i a  o  a u s e n c i a  de  mo- 
3 l i b d a t o ,  l u e g c  de i n c u b a r  con  ( H ) - D E X  a  O O C  s e  mantuvo 
45  m i n  a  2 0  O C  y s e  t r a t 6  con  c a r b 6 n - d e x t r b n .  Se sernbr6-  
j o s  no t r a n s f o r m a d o s  con T E M G - L O  y 1 0 s  t r a n s f o r r n a d o s  con 
TEMG-300. Los r e s u l t a d o s  s e  e x p r e s a n  como m e d i a s  - + E S ,  r 
e s  e l  n imero  de  a n i m a l e s  e s t u d i a d o s .  
* p 0 , 0 0 1  v s .  TEMG+Mo ( t e s t  de  "t" no a p a r e a d o ) .  
c f d n  d e  1 0 s  co rnp l e jo s  no c e t e n i d o s  p o r  l a  ADN-ce lu losa  que  
d i s m i n u y e r o n  d e  9 2  a  36 f m o l / m g  p r o t e f n a .  
E n  l a  t a b l a  111-2  s e  compara  l a  u n i 6 n  a ADN-ce lu losa  
de l or  c a m p l e j n s  c l t o r d t i c ~ s  de l a  NE con 1 0 s  del # C *  u n  e -  
f e c t o r  GC c l d s i e o .  Las  i n c u b a c i o n e s  f u e r o n  r e a l i t a d a s  en  l a s  
c o n d i c i o n e s  q u e  f a v o r e e e n  l a  t r a n s f o r m a c i d n  ( s i n  mol i b d a t o  y 
45 min a  20  "C). La u n i 6 n  t o t a l  en  l a  ME f u e  l a  m i t a d  a  l a  
d e l  H C ,  c i f r a  que  e s t b  d e  a c u e r d o  con d a t o s  a n t e r i o r e s  [ 134 ,  
TI]. La u n i d n  a  ADN-celulosa  e x p r e s a d a . e n  fmol /mg p r o t e f n a .  
f u e  s i m i l a r  en  ambos t e j i d o s ,  m i e n t r a s  que s i  s e  e x p r e s a  r e s -  
p e c t o  a  l a  u n i 6 n  t o t a l  f u e  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  mayor e n  l a  M E .  
ANALISIS CROMATOGRAFICO E N  MINICOLUMNAS COMBINADAS 
Con e l  metodo r i p i d o  d e  min i ca1umnas  c o m b i n a d a s  d e  
Holbrook  y c o l  . [ 1 2 ]  s e  d e t e r m i n a r o n  1 0 s  c o r n p l e j o s  t r a n s -  
fo rmados  ( u n i d o s  a  ADN-cel u l o s a ) ,  1 0 s  no t r a n s f o r m a d o s  ( u -  
n i d o s  a  DEAE-ce7 ul  o s a )  , y 1  o s  m e r o - r e c e p t o r e s  u o t r o s  com- 
p l e j o s  ( u n i d o s  a  H A P )  de  c i t o s o i  de  ME e  H C ,  L a  t a b l a  1 1 1 - 3  
m u e s t r a  que e n  c o n d i c i o n e s  de  t r a n s f o r m a c i d n ,  en  ambos t e -  
j i d o s  e l  2 5 - 3 0 %  s e  u n i 6  a  ADN-ce lu lo sa ,  53-65% a  OEAE-celu- 
l o s a ,  m i e n t r a s  que l a  u n i d n  a H A P  f u e  1 2 - 1 5 % .  O m i t i e n d o  e l  
c a l e n t a m i e n t o  y u t i l i z a n d o  TEMGtMo e s t a s  p r o p o r c i o n e s  v a r i a -  
r on  d r d s t i c a m e n t e .  E n  e s t a s  c o n d i c i o n e s  l a  m a y o r f a  d e  1 0 s  
c o m p l e j o s  e r a n  no t r a n s f o r m a d o s  (80%), s i e n d o  l a  u n i d n  a  
ADN-celulosa  muy b a j a  ( 1 , 2 - 3 , 6 % ) . L a  f r a c c i 6 n  u n i d a  a  H A P  no 
T a b l a  i I i - 2 :  T r a n s f o r m a c i d n  d e  1 0 s  c o m p l e j o s  c i t o s b l  i c o s  
de ME e HC. 
C o m p l e j o s  c i t o s 6 1 i c o s  
( f m o l / m g  p r o t . )  
% d e  t r a n s -  
T e j i d o  n  T o t a l e s  T r a n s f o r m a d o s  f o r m a c i 6 n  
E l  c i t o s o l  y l a s  i n c u b a c i o n e s  s e  r e a l i z a r o n  e n  TEMG. Se 
i n c u b 6  20 h a  0 " C  y l u e g o  45 min a 20 " C  e n  p r e s e n c i a  d e  
3 ( H)-DEX. S e  t r a t 6  c o n  c a r b 6 n - d e x t r d n  y s e  s e m b r a r o n  a l T -  
c u o t a s  d e  1 0 s  c i t o s o l e s  e n  l a s  ~ i n i c o l u m n a s  d e  ADN-celu-  
l o s a .  Se  e l u y e r o n  1 0 s  c o m p l e j o s  no t r a n s f o r m a d o s  c o n  TEMG- 
10 y 7 0 s  t r a n s f o r m a d o s  c o n  TEMG-300. La u n i d n  t o t a l  c o r r e s -  
p o n d e  a  l a  suma d e  a m b o s .  L o s  r e s u l t a d o s  s e  e x p r e s a n  c o -  
rno m e d i a s  w + E S ,  n  e s  e l  ntimero d e  a n i m a l e s  e s t u d i a d o s .  
*: p <  0,005 rnenor q u e  HC; **: p <  0,005 m a y o r  q u e  H C  ( t e s t  
d e  " t "  no a p a r e a d a ) .  
T a b l a  1 1 1 - 3 :  A n h l i s i s  d e  1 0 s  c o m p l e j o s  c i t o s d l i c o s  de  ME e  
H C  p o r  u n  p r o c e d i m i e n t o  r h p i d o  de  m i n i c o l u m n a s  c o m b i n a d a s .  
3 ( H)-DEX u n i d a  ( f m o l / m g  p r o t . )  
M i n i c o l  umna -Mo +Mo -Mo +M o  
HAP 3,2 - + 1,2 11,l - + 3,6 6,9 - + 4-0 16,7 - + 8,9 
C i t o s o l  de  ME y d e  H C  s e  i n c u b d  e n  TEMG s i n  m o l i b d a t o  ( - M o )  
d u r a n t e  3 h a  0 - 4  "C y f u e g o  3 0  m i n  a  2 0  "C e n  p r e s e n c i a  
3 d e  ( H)-DEX 20 nM ( c o n d i c i o n e s  d e  t r a n s f o r m a c i 6 n )  o  d e  ma- 
n e r a  a n i i l o g a  p e r 0  e n  p r e s e n c i a  de  m o l i b d a t o  20 mM e i n c u b a n -  
d o  s o l a m e n t e  e n  f r i o  (+?do, c o n d i c i o n e s  n o  t r a n s f o r m a n t e s ) .  
L u e g o  d e l  t r a t a r n i e n t o  c o n  c a r b d n -  d e x t r h n ,  s e  s e r n b r a r o n  l a s  
a 1  T c u o t a s  e n  l a  c o l u m n a  s u p e r i o r ,  que  c o n t e n i a  A D N - c e l u l o -  
s a ,  de a1 c o n j u n t o  d e  t r e s  c o n e c t ~ d a s  e n  s e r i e .  La c e n t r a l  
c o n t e n i a  D E A E - c e l u l o s a  y l a  i n f e r i o r  H A P .  De a c u e r d o  a H o l -  
b r o o k  y c o l ,  [ 1 2 ]  e n  7 3 s  m i s m a s  s e  r e t i e n e n  1 0 s  r e c e p t o r e s  
t r a n s f o r m a d o s ,  1  o s  n o  t r a n s f o r m a d o s  y 1 0 s  m e r o - r e c e p t o r e s ,  
r e s p e c t i v a m e n t e .  L o s  r e s u l  t a d o s  se  e x p r e s a n  como m e d i a s  - + 
E S  d e  4 c x p e r i m e n t o s  p a r a  l a  ME y 3 p a r a  e l  H C .  
tuvo cambios significarivos. En las i n c u b a c i o n e s  en TEMG- 
Mo la radioactividad a s o c i a d a  a  las t r e s  c o l u m n a s  f u e  m u -  
c h o  rnenor, evidencidndose n u e v a m e n t e  la inactivaci6n d e  ' 
10s s i t i o s  en ausencia del a g e n t e  protector. 
DISCUSION 
E s t o s  r e s u l t a d o s  d e m u e s t r a n  que  1 0 s  s i t i o s  d e  u n i d n  
c i t o s 6 7 i c o s  p a r a  G C  de l a  M E ,  como 1 0 s  r e c e p t o t e s  c l t i s i c o s ,  
son  c a p a c e s  de  t r a n s f o r m a r s e  v a r i a n d o  s u s  p r o p i e d a d e s  p a r a  
a d q u i r i r  una mayor a f i n i d a d  po r  7 0 s  n i j c l e o s  y  l a  ADN-celu- 
l o s a .  La u n i b n  de1 c o r t i c o i d e  a  1 0 s  n d c l e o s  s e  v e r i f i c 6  a1 
i n c u b a r  a  20 "C y s o l a m e n t e  s l i  e s t e  e s t a b a  l i g a d o  a  una ma- 
c r o m o l 6 c u l a  t e r m o l a ' b i l  ,. El e s t e r o i d e  1  i b r e ,  l u e g o  de  i n a c -  
t i v a r  l a  u n i b n  po r  c a l e n t a m i e n t o ,  no f u e  c a p a z  de a s o c i a r -  
s e  a  l a  f r a c c i d n  n u c l e a r .  E s t o  i m p l i c a  que l a  u n i b n  de l  e s -  
t e r o i d e  a 1 0 s  s i t i o s  a c e p t o r e s  n u c l e a r e s  r e q u i e r e  l a  p r e s e n  
c i a  de  1 0 s  c o m p l e j o s  c i  t o s b l  i c o s  i n t a c t o s .  
La p r e s e n c i a  de  m o l i b d a t o  en e l  medio de  i n c u b a c i b n ,  
como o c u r r e  en o t r o s  t e j i d o s  [ 2 8 ] ,  i n h i b i d  marcadamente  l a  
t r a n s f o r m a c i 6 n .  Por  c r o m a t o g r a f f a  en c o l  umnas de  DEAE-celu- 
l o s a  ( f i g u r a  1 1 1 - 3 )  s e  e v i d e n c i 6  e l  e f e c t o  p o r  l a  a u s e n c i a  
de1 p i c o  I  de  r e c e p t o r  t r a n s f o r m a d o ,  r n i e n t r a s  que en 1 0 s  d e -  
mis  e n s a y o s  con m i n i c o l u m n a s  l a  un ibn  a  ADN-celulosa  f u e  muy 
b a j a  o  no d e t e c t a b i e  ( f i g u r a  1 1 1 - 4 ,  t a b l a s  111 -1  y 3 ) .  E n  
t o d o s  e s t o s  c a s o s  e l  m o l i b d a t o  e s t a b i l  i z 6  l a  u n i 6 n  d u r a n t e  
l a s  i n c u b a c i o n e s  a  20 "C. E s t e  c o m p o r t a m i e n t a  c o i n c i d e  con  
70s  rnecanismos d e  t r a n s f o r m a c i 6 n  e i n a c t i v a c f t 3 n  de1 r e c e p -  
t o r  de  G C  en  1 0 s  que s e  p o s t u l a  l a  p g r d i d a  de  un f o s f a t o  
como paso  I n d i s p e n s a b l e ,  d e l  c u a l  e l  ma1 i b d a t o  e s  un po-  
t e n t e  i n h i b i d o r  [ ,?a] .  
La c o m p a r a c i d n  d e l  c o m p o r t a m i e n t o  de  1 0 s  s i t i o s  d e  l a  
ME con 1 0 s  r e c e p t o r e s  c ' l a ' s i c o s  d e l  H C .  r e a l i z a d a  p o r  u n i 6 n  
a c o l u m n a s  d e  A D N - c e l u l o s a  o r n e d i a n t e  l a  t s c n i c a  c o m b i n a d a  
rnues t ra  que l a  d indrn ica  e s  s i m i l a r .  De a c u e r d o  a  e s t o s  me- 
t o d o s  l a  a p a r i c i 6 n  d e  1 a s  d i  f e r e n t e s  e s p e c i e s  c i  t o s 6 l  i c a s  
que 1  i g a n  a1 c o r t . i c o r ' d ~  como 1 0 s  r e c e p t o r e s  t r a n s f o r m a d o s  , 
no t r a n s f o r m a d o s  y m e r o - r e c e p t o r e s  e s  c o n c o r d a n t e .  Dadas : 
l a s  s i m i l i t u d e s  t a n t o  en  sus p r o p i e d a d e s  e s t d t i c a s  [ I 3 4 1  
como d i n 6 m i c a s  de  10s s i t i o s  de  ambos t e j i d o s ,  l a  d i f e r e n -  
c i a  e n c o n t r a d a  en l a  t a b l a  111-2 en  l a  c u a l  1 0 s  r e c e p t o r e s  
d e l  H C  s e  t r a n s f o r m a n  en  menor p r o p o r c i 6 n  que 1 0 s  d e  l a  ME 
puede e x p l i c a r s e  en  b a s e  a  una d i f e r e n c i a  e n  o t r o s  f a c t o r e s  
c i t o s 6 1 i c o s  e n d 6 g e n o s  que s o n  c a p a c e s  de  r e g u l a r  l a  t r a n s -  
f o r m a c i 6 n  [ 2 4 , 2 8 ] ,  rnds que a  una d i f e r e n c i a  i n t r i n s e c a  de  
1 0 s  r e c e p t o r e s .  E l  hecho que en  l a  M E  1 0 s  s i  t i o s  s e a n  f b -  
c i l m e n t e  t r a n s f o r m a b l e s  f a v o r e c e  l a  i d e a  de c o n s i d e r a r  a  
e s t o s  como v e r d a d e r o s  r e c e p t o r e s  que  s i g u e n  e l  mecanismo 
c l S s i c o  de  a c c i 6 n  [ i 8 , 2 4 , 1 3 5 - 1 3 7 1 . .  
La c a p a c i d a d  de  l a  ME de  p r o d u c i r  r n o d i f i c a c i o n e s  en 
su  b i o q u i m i c a  y su f i s i o l o g f a  en r e s p u e c t a  a 10s  G C  [ 4 4 ]  y 
1a.s p r o p i 2 d a a e s  de  i o s  s i t i o s  de u n i 6 n  e n c o n t r a d o s  en e s t e  
t e j i d o  s u g i e r e n  que e s t o s  s e r i a n  70s  r e c e p t o r e s  que  median  
muchos de  e s t o s  c a m b i o s .  E s t o s  a c t u a r i a n  a l t e r a n d o  l a  e x -  
p r e s i 6 n  g e n 6 t i c a  de  7 a s  c g l u l a s  a1 a s o c i a r s e  a  su a c e p t o r  
n u c l e a r  l u e g o  de  h a b e r s e  t r a n s f o r m a d o .  Es n e c e s a r i o ,  s i n  em- 
b a r g o ,  t e n e r  e n  c u e n t a  m e c a n i s m o s  alternatives y a  que e x i s -  
t e n  fen6menos como r e s p u e s t a s  muy r g p i d a s  a  l a  ho rmona  ( 4 4 1  
o  u n i 6 n  de l a  misma a  s i t i o s  de  rnembrana [45], que  no e s t i n  
c o m p l e t a m e n t e  j u s t i f i c a d o s  p o r  e s t e  m o d e l o .  E l  e s t u d i o  de  l a  
I o c u p a c i d n  p o r  l a  hormona e n d d g e n a  de 1 0 s  s i t i o s  de  u n i d n ,  y 
I - su i n t e r a c c i 6 n  c o n  1 0 s  n f i c l e o s  " i n  v i v o " ,  a y u d a r h  a c o m p r e n -  
I der s u  v e r d a d e r a  r e 1  e v a n c i a  f i s i o l e g i c a  . 
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La p r e s e n c i a  d e  s i t i o s  que l i g a n  G C  en  c i t o s o l  -: . L 
ha quedado  b i e n  e s t a b l e c i d a  C134 , I I  ,1111  - Los s i  t i o ;  ' 11 l a -  
dos  t i e n e n  a l t a  a f i n i d a d  p o r  l a  D E X ,  que e s  un G C  s i r r i ; 6 t ; i i , .  
S i  b i e n  l a  a f i n i d a d  po r  e l  G C  n a t u r a l  d e  l a  r a t a ,  l a  C O R T ,  
e s  meno r ,  como ya f u e  d e s c r i p t o  p a r a  1 0 s  r e c e p t o r e s  e n  1 0 s  
t e j i d o s  e f e c t o r e s  c l d s i c o s  como e l  h i g a d o ,  e l  t i m o  y e l  c e -  
r e b r o  [ 8 2 , 1 2 0 , 1 3 0 ] ,  l a  Kd s e  e n c u e n t r a  en  e l  r a n g o  f i s i o l d -  
g i c o  p a r a  s u  o c u p a c i d n  po r  l a  hormona e n d d g e n a  c i r c u l a n t e  
en  forma 1 i  b r e  [ 5 ] .  
Los r e c e p t o r e s  de l a  ME son  c a p a c e s  d e  t r a n s f o r m a r s e  
" i n  v i  t r o "  a d q u i r i e n d o  a f i n i d a d  por  ADN-cel u l o s a  i111];'lo 
que s u g i e r e  u n  mecanisrno d e  a c c i d n  gendmico comGn a1  e f e c - , a  
t o  d e  1 0 s  G C  en o t r o s  t i p 0 . s  d e  t e j i d o  [ 9 ] .  La i n t e r a c c i o ' n  
de 1 0 s  c o r t i c o i d e s  " i n  v i v o "  ha s i d o  e s t u d i a d a  p o r  a u t o r r a -  
d i o g r a f r a  de r e g i o n e s  s e l e c c i o n a d a s  d e  l a  ME [ 9 6 , 1 0 3 , 1 0 4 ]  
p e r 0  e s t a s  i n v e s t i g a c i o n e s  no f u e r o n  e n f o c a d a s  d e s d e  e l  p u n -  
t o  d e  v i s t a  b i o q u r m i c o .  
La o c u p a c i 6 n  d e  e s t o s  s i t i o s  en c o n d i c i o n e s  f i s i o l 6 -  
g i c a s  d e p e n d e r d  de  l a  d i s p o n i t i i l i d a d  de hormona en e l  t e j i -  
do .  La c a p t a c i d n  t i s u l a r  de  hormonas e s t e r o i d e s  e s t i  a f e c -  
t a d a  p o r  d i v e r s o s  f a c t o r e s  e n t r e  1 0 s  que s e  i n c l u y e n  l a  u- 
n i 6 n  a  p r o t e i n a s  p l a s m b t i c a s ,  l a  e s p e c i f i c i d a d  y s a t u r a c i d n  
de 1 0 s  s i t i o s  r e c e p t o r e s .  E s t u d i o s  r e a l i z a d o s  .en z o n a s  d e l  
c e r e b r o  d e r n o s t r a r o n  que e x i s t e n  c i e r t a s  d i f e r e n c i a s  r e g i o -  
n a l e s  en e l  c o n t e n i d o  de  CORT [ 1 4 8 - 1 5 0 1 ,  p e r 0  l a  c a p t a c i 6 n  
n u c l e a F  d e l  e s t e r o i d e  e s  d i f e r e n c i a l  r e s p e c t o  d e  l a  c a p t a -  
c i 6 n  t i s u l a r ,  m o s t r a n d a  que n i n g u n a  r e g i 6 n  t i e n e  u n  meca-  
nismo de  r e t e n c i 6 n  d e  l a  hormona y que p o s i b l e m e n t e  l a  r e -  
t e n c i 6 n  n u c l e a r  y l a  t i s u l a r  son  i n d e p e n d i e n t e s  e n t r e  sf  
[ 1 5 0 ] .  El H C  que e s  l a  zona donde e x i s t e  mayor u n i 6 n  c i t o -  
.' 7 - 
:** -., s 6 l i c a  p r e s e n t a  t a m b i g n  1 0 s  n i v e l e s  mds e l e v a d o s  de  c a p t a -  
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- =16n n u c l e a r  [91]; p o r  l o  que s e ' l o  u t i l i z a  con f i n e s  com- 7 T 6 :  ,
, b%;-. . 
~ 7 ;  - J p a r a t i v o s  en  e s t e .  e s t u d i o .  
Con e l  o b j e t o  de  d e t e r m i n a r  s i ' l o s  n i v e l e s  d e  CORT 
en l a  ME y e l  SNC f l u c t d a n  de  a c u e r d o  a  l a  a c t i v i d a d  a d r e -  
n o c o r t i c a l  y s i  e x i s t e n  d i f e r e n c i a s  r e g i o n a l e s  e n t r e  z o n a s  
d e - l a  ME o  e n t r e  e s t a  y o t r a s  z o n a s  d e l  SN, se m i d i 6  p o r  
R I A  l a  CORT t i s u l a r  de  a n i m a l e s  i n t a c t o s ,  i n t a c t o s  s o m e t i -  
dos  a  e s t r e s  y A D X .  P a r a  d e t e r m i n a r  l a  c a p t a c i d n  de  CORT s p  
i n y e c t 6  e l  e s t e r o i d e ,  a  r a t a s  A D X  y  s e  d e t e r r n i n 6  su c a p t a -  
c i 6 n  n u c l e a r ,  c i t o s d l i c a  y t i s u l a r ,  cornparando 1 0 s  v a l o r ~ s  
o b t e n i d o s  con 1 0 s  n i v e l e s  S g r i c o s .  Se d e t e r i n i n 6  l a  i n c o r p o -  
3 
r a c i d n  n u c l e a r  d e  ( H ) - C O R T  i n y e c t a d a  " i n  v i v o "  en  l a  ME y 
e l  H C .  L a  Y E  m o s t r 6  n i v e l e s  de C O K T  s i r n i l a r e s  a  1 0 s  de  o t r a s  
zonas  d e l  SNC, s e n s i b l e s  a  1 a s  v a r i a c i o n e s  s i s t 6 m i c a s  y r e -  
t e n c i 6 n  n u c l e a r  de  l a  hormona.  E s t a  d l t i m a  s i n  embargo mos- 
t r 6  d i f e r e n c i a s  e n  l a  ME r e s p e c t o  a 1  HC, c u y o s  r e c e p t o r e s .  
s e -  compor t an  c u a l  i t a t i v a m e n t e  en fo rma  a n b l o g a  " i n  v i t r o " .  
La c a p t a c i 6 n  n u c l e a r  " i n  v i v o "  e v i d e n c i 6  que 1 0 s  e f e c t o s  de 
1 0 s  G C  en l a  M E  s o n  s i r n i l a r e s  a 1 0 s  o b s e r v a d o s  en e l  n e r v i o  
6 p t i c o  [ 6 5 ] ,  y d i f e r e n t e s  a 1 0 s  e n c o n t r a d o s  en  e l  H C  [ 1 5 1 ] .  
MATERIALES Y METODOS 
ANIMALES D E  EXPERIMENTACION Y DISECCION D E L  SN 
Se u t i l i z a r o n  r a t a s  macho de l a  cepa W i s t a r  de 150- 
250 g  dc peso  c o r p o r a l .  
€ 1  t r a t a m i e n t o  con G C  s e  r e a l i z 6  por  i n y e c c i 6 n  i n t r a -  
p e r i t o n e a 1  de1 e s t e r o i d e  (S igma)  d i s u e l  t o  en  0,4 ml de e t a -  
no1 -NaCl 0,9% ( 4 0 % ) .  L a s  r a t a s  s o m e t i d a s  a  e s t r g s  ' f u e r o n  
-a  - 
c o l o c a d a s  en  u n  a m b i e n t e  a F 4  OC'durante  8 h , .  * 
h a  d i s e s c i 6 n  de1 SN s e  r e a l i z 6  segdn s e  d e s c r i b i 6  an- 
t e r i o r m e n t e  [ 1 3 4 , I I ] ,  o b t e n i e n d o  e l  H C ,  c o r t e z a  c e r e b r a l ,  
h ipotd lamo y M E .  E s t a  Ol t ima s e  s e c c i o n d  en  5 s e g n e n t o s  Cl- 
C 2 ,  C 3 - C , ,  T1-T8,  T 9 - L  3  y L 4 - L 6 .  Las s e c c i o n e s  C 3 - C 7  y  T g -  
L 3  c o n t e n i a n  1 0 s  e n g r o s a m i e n t o s  c e r v i c a l  y lumbar r e s p e c t i -  
vamente,  y L 4 - L 6  l a  c o l a  de c a b a l l o  y " f i l u m  t e r m i n a l e " .  
OBTENCION D E  FRACCIONES SUBCELULARES 
Para o b t e n e r  una f r a c c i 6 n  n u c l e a r  a l t a m e n t e  p u r i f i c a -  
da s e  p roced i6  segdn McEwen y Zigmond ( 1 4 7 , 1 1 1 .  La f r a c c i d n  
c i t o s d l i c a  s e  obtuvo c e n t r i f u g a n d o  e l  p r i m e r  s o b r e n a d a n t e  a 
105 000 g d u r a n t e  50 minutoc  
CAPTACION N U C L E A R  DE ( 3 ~ ) - ~ ~ ~ ~  EN ME E H C  
Se i n y e c t a r o n  por  v i a  endovenosa ( f e m o r a l )  50 pCi ( 2 1 1  
ng.) de ( ' H ) - C O R T  (New England N u c l e a r )  d i s u e l  t a  en 0 , 3  ml d e  
e t a n o l - s a l i n a  ( 3 0 % )  a  r a t a s  A D X  a n e s t e s i a d a s  c o n  e t e r .  L u e -  
I. .  -. 
, I:' : 
go d e  6 0  m i n  1 0 s  a n i m a l e s  f u e r o n  d e c a p i t a d o s  y s e  p u r i f i c a -  
r o n  1 0 s  n d c l e o s  d e  l a ' M E  y e l  HC. D e b i d o  a  l a  b a j a  i n c o r p o -  
r a c i d n  d e  l a  r a d i o a c t i v i d a d  a  1 0 s  n d c l e o s  d e  l a  m g d u l a  ( v e r  
r e s u l t a d o s )  s e  e n s a y a r o n  m o d i f i c a c i o n e s  a  l a  t e c n i c a  o r i g i -  
n a l .  Se i n t e n t 6  m a t a r  a1  a n i m a l  a  t i e m p o s  m e n o r e s  ( 3 0  m i n )  o  
I ,: m a y o r e s  ( 1 8 0  m i n ) ,  u t i l i z a r  u n  " b u f f e r "  d e  h o m o g e n i z a c i 6 n  - - 
. &*f* :.:' : 
. " - .  
. -  .' a* rn . s i n  T r i t 6 n  X -100  ( y a  que  e l  d e t e r g e n t e  d i s g r e g a  l a  membrana 
n u c l e a r  e x t e r n a ) ,  o  u t i l i z a r  u n  c o l c h 6 n  de s a c a r o s a  miis d i -  
l u i d o  (1,3 e n  l u g a r  d e .  2,2M). Tambie 'n  s e  i n t e n t 6  u t i l i z a r  
u n a  p r e p a r a c i 6 n  n u c l e a r  c r u d a  [ 1 5 2 ] .  
L a  r a d i o a c t i v i d a d  s e  e x t r a j o  d o s  v e c e s  d e  l a  f r a c c i 6 n  
n u c l e a r  c o n  1 m l  d e  e t a n o l  a b s o l u t o .  L o s  e x t r a c t o s  s e  e v a -  
p o r a r o n  e n  v i a l e s  y s e  c o n t a r o n  c o n  1 0  m l  d e  t o l u e n o  c e n t e -  
l l e a n t e .  L o s  r e s u l t a d o s  s e  e x p r e s a r o n  como f m o l  d e  e s t e r o i -  
d e  t r i t i a d o  p o r  mg de  ADN 
DETERMINACION DE CORT EN TEJIDOS Y FRACCIONES NUCLEARES POR 
R I A  
L a  d e t e r m i n a c i 6 n  de  CORT e n  h o m o g e n a t o s ,  f r a c c i o n e s  
n u c l e a r e s  y c i t o s o i e s  de  1 0 s  t e j i d o s  e s t u d i a d o s  s e  r e a l i z 6  
p o r  R I A  s e g 6 n  l a  t e c n i c a  d e  U n d e r w o o d  y W i l l  i a rns  [ 1 5 3 ] .  L o s  
h o m o g e n a t o s  s e  p r e p a r a r o n  c o n  5 0  mg d e  t e j i d o  e n  1 m l  d e  a -  
g u a .  Una a l i c u o t a  de  I m l  d e  c i t o s o l  y 1 0 s  h o m o g e n a t o s  s e  
e x t r a j e r o n  c o n  1 m1 d e  i t e r  d e  p e t r 6 l e o  p a r a  e l i m i n a r  l i p i -  
dos  no p o l a r e s  y p r o g e s t e r o n a  [154]y l u e g o  2 v e c e s  con 1 
ml de  d i c l o r o m e t a n o  p a r a  e x t r a e r  l a  CORT. Los d o s  d l t i m o s  
e x t r a c t o s  r e  j u n t a r o n  y e v a p o r a r o n  b a j o  c o r r i e n t e  de a i r e .  
El r e s i d u o  r e s u l t a n t e  s e  r e s u s p e n d i 6  en " b u f f e r "  b o r a t o  
0,05 M pH 8 con g e l a t i n a  0,5% y s e  d i s o l v i d  l a  CORT c a l e n -  
t a n d o  5 m i n  a  4 5  "C. 
L a  C O R T  de l a  f r a c c i 6 n  n u c l e a r  s e  e x t r a j o  2 v e c e s  
con 1 m 7  de e t a n o l  a b s o l u t o  o  s e  r e s u s p e n d i d  e l  p r e c i p i t a -  
do n u c l e a r  en 1 ml de  a g u a ,  s e  s o n i c 6  y s e  e x t r a j o  de i -  
gua l  manera  que 1 0 s  homogenatos  y 1 0 s  c i t o s o l e s .  E n  e l  p r e -  
c i p i t a d o  r e s t a n t e  s e  d e t e r m i n d  A D N  segdn  B u r t o n  [118]. 
El RIA s e  r e a l i z d  en l a  s u s p e n s i 6 n  de  " b u f f e r "  b o r a -  
t o  u t i l i z a n d o  e l  a n t i s u e r o  de  Gordon W i l l i a m s  g e n e r a d o  con -  
t r a  2-monosuccinato-CORT a c o p l a d o  a  a lbGmina s 6 r i c a  b o v i n a .  
A una a l 5 c u o t a  de  0 , l  ml de  m u e s t r a  s e  l a  l l e v d  a  0,4 rnl c o n '  
e l  " b u f f e r "  y s e  a g r e g 6  0,I ml de una s o l u c i d n  d e l  a n t i s u e -  
3 ro  1 : 2  000 ( d i l u c i d n  f i n a l  1:10 000) con 30 000 cpm de '  ( H ) -  
C O R T  ( ~ e w  England  N u c l e a r ,  Ae 105,O Ci/mmol)  como t r a z a d o r  
en e l  mismo " b u f f e r " .  E n  l a  c u r v a  d e  c a l i b r a c i 6 n  s e  u t i l i z d  
u n  rango  de C O R T  ( S i g m a )  de  50-2  000 p g / t u b o .  Se a g i t d  e  i n -  
3 
cub6 2 0  h a  0 - 3  "C. La ( H ) - C O R T  1 i b r e  s e  s e p a r d  con '  c a r b d n -  
d e x t r d n .  Lcego de  c o n t a r  l a  r a d i o a c t i v i d a d  d e l  s o b r e n a d a n t e  
de 1 0 0 0  g ,  10 m i n  s e  c a l c u l a r o n  1 0 s  r e s u f t a d o s  u t i l i z a n d o  
l a  t r a n s f o r m a c i 6 n  l o q i t - h g  de  Rodbard y Lewald [ 1 5 5 ] .  
Para  r e a i i z a r  1 0 s  c i ' z u l o s  s e  d e s a r r o l l 6  u n  programa 
d e  compu tac i6n  en i d ioma  B a s i c  p a r a  una c o m p u t a d o r a  H e w l e t t -  
P a c k a r d  8 6  con 1 0 s  s i g u i e n t e s  p e r i f e r i c o s  : i m p r e s o r a  H P  
829058  y g r a b a a o r  d e  d i s c o s  f l e x i b l e s  H P  9130A.  E l  p rog rama  
cuyo  d i ag rama  de  f l u j o  s e  m u e s t r a  e n  l a  f i g u r a  IV-1 y c u y o  
l i s t a d o  de  i n s t r u c c i o n e s  s e  d e t a l l a  en  e l  a p g n d i c e  a1  f i n a i  
d e l  c a p i t u l o  t i e n e  1 a s  s i g u i e n t e s  c a r a c t e r f s t i c a s  : l a  e n t r a -  
da  d e  d a t o s  de l a  c u r v a  d e  c a l i b r a c i 6 n  s e  r e a l  i z a  con 1 0 s  v a -  
l o r e s  de  l a  masa f r i a  de  c a d a  t u b o  y cpm, g r a f i c a  1 0 s  d a t o s  
e n  c o o r d e n a d a s  de  l o g  masa y l o g i t ,  p o s i b i l i d a d  de  c o r r e g i r  
d a t o s ,  i m p r e s i d n  o p t a t i v a  de d a t o s ,  p a r d m e t r o s  d e  l a  c u r v a  
de  c a l  i b r a c i d n  y g r d f i c o ,  c d l c u l o  de  r e s u l  t a d o s  r n u l t i p l i c a -  
d o s  p o r  c o n s t a n t e  normal  i z a d o r a  ( p o r  e j  . f a c t o r  de  d i l u c i d n ) ,  
p o s i b i l i d a d  de d i v i d i r  c a d a  r e s u l t a d o  p o r  una v a r i a b l e  ( p o r  
e j .  mg de t e j i d o ) ,  i n d i c a  v a l o r e s  que no e n t r a n  en  l a  c u r v a  
de  c a l i b r a c i 6 n Y  p o s i b i l i d a d  de  c o r r e g i r  o  a g r e g a r  d a t o s ,  p r o -  
media  y s a c a  e r r o r e s  de g r u p o s  c o n s e c u t i v o s ,  e t c .  La f i g u r a  ' 
TV-2 m u e s t r a  l a  i rnpres io 'n  de  1 0 s  d a t o s  c a l c u l a d o s  de  una c u r -  
va de  c a l i b r a c i o ' n  '1 e l  g r d f i c o  l o g  masa v s -  l o g i t  d e  una d e -  
t e r m i n a c i 6 n  t i p o .  
L a  r e a c c i 6 n  c r u z a d a  con  o t r o s  e s t e r o i d e s  e r a  : C O R T  
1 0 0 ,  D O C  ! 7 , 6 ,  p r o g e s t e r ' o n a  5 , 3 ,  A L D O  1,9,  t e s t o s t e r o n a  y 
D E X  0,5% [ 1 5 2 ] .  L a  s e n s i b i l i d a d  e r a  d e  5 0  p g / t u b o  y 1 0 s  v a -  
l o r e s  de IDjO o b t e n i d o s  r u t i n a r i a m e n t e  f u e r o n  0,25 n g / t u b o .  
Los r e s u l t a d o s  f u e r o n  e s t u d i a d o s  s e g d n  A N O V A  y l a s  com- 
p a r a c i o n e s  m d l t i p r e s  s e  r e a l i z a r o n  con e l  t e s t  de Hewman- 
Figura I V - I  : Oiagrama de flujo del programa de computadora que 
realiza 10s cdlculos para determinaciones basadas en curvas de des- 
plazarnfenta utilizando la  transforrnaci6n logit-log. Los niimeros en- 
tre parrintesis indican l a  numeraci6n de ?as instrucciones involu- 
cradas en cada bloque ( v e r  apgndice IV-1). 
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F i g u r a  IV-2 : l r n p r e s i d n  d e  u n a  c u r v a  d e  c a l i b r a c i 6 n  s e g d n  
e l  p r o g r a r n a  de c o m p u t a d o r a  . 
Se i n d i c a  l a  ecuac i6n  de l a  r e c t a ' o b t e n i d a  por  f a  t ransforrna-  
c i 6 n  l o g i t - l o g ,  con su c o e f i c i e n t e  de c o r r e l a c i 6 n  a1 cuadrado  ( R E ) .  
M i n d i c a  l a  masa f r i a  agregada ,  CPM l a s  c u e n t a s  por  minuto  o b t e n i d a s ,  
MCPM el  promedio de l a s  i u e n t a s  d e  10s  r e p l i c a d o s .  El g r d f i c o  i n d i c a  
10s punxos o b t e n i d o s  en un e j e  de  coordenadas  l o g  (masa)  v s .  l o g i t  
(unio 'n).  
D E T E R M I N A C I O N  D E  CORT SERICA P O R  RADIOCOMPETICION PROTEfCA 
Se  r e a l i z 6  s i g u i e n d o  l a  t 6 c n i c a  d e  Murphy [ I 5 6 1  u t i -  
l i z a n d o  s u e r o  d e  c a b a l l o  2 %  e n  a g u a  c o n t e n i e n d o  g e l a t i n a  
J 0,57L como f u e n t e  j e  t r a n s c o r t i n a  y ( H)-CORT como I i g a n d o .  
A l f c u o t a s  l e  10-50 p1 d e  s u e r o  s e  l l e v a r o n  a  100 pi c o n  a -  
gua  y s 2  c a l e n t a r o n  a  200 O C  d u r a n t e  1 , 5  m i n  p a r a  d e s t r u i r  
l a  t r a n ' s c o r t i n a  e n d o ' g e n a .  S e  a g r e g o '  1 rnl de l a  s o l u c i d n  d e  
( 3 ~ ) - ~ ~ ~ ~ -  t r a n s c o r t i n a  (25 000 cpm)  y s e  i n c u b d  S 0 m i n  a  
45 "C y 30 m i n  a  0 O C .  Los  t u b o s  d e  l a  c u r v a  d e  c a l i b r a c i 6 n  
c 3 n t e n f a n  5 0 0 - 1 0  0 0 0  pg d e  CORT. La r a d i o a c t i v i d a d  l i b r e  s e  
se; ;ar6 .de l a  u n i d a  F o r  a g r e g a d o  d e  80 rng d e  f l o r i s i l ,  a g i t a -  
c i 6 n  c o n  v 6 r t e x  y c e n t r i f u g a c i 6 n  a  1 000  g d u r a n t e  i O  m i n .  
3 e s a u G s  d e  c o n t a r  l a  r a d i o a c t i v i d a d  d e l  s o b r e l a d a n t e  s e  c a i -  
c u l  a r o n  1 0 s  r e s u i  t a d o s  u t i l  i z a n d o  e l  p r o g r a m s  de  c o r ~ p u t a c f 6 n  
d e s a r r o l l a d o  ? a r a  e l  c i l c u l o  d e  RIA e n  l a  c o m p u t a d a r a  H P  9 6 .  
R E S U L T A D O S  
D I S T R I B U C I O N  D E  L A  C O R T  E N D O G E N A  
L a  d i s t r i b u c i d n  de  l a  C O R T  en e l  S N C  de r a t a s  i n t a c -  
t a s  y con 3 d i a s  de A D X  s e  mues t r a  en l a  f i g u r a  I V - 3 .  E l  
hipota ' larno f u e  l a  zona con mayor c o n t e n i d o  de C O R T ,  con n i -  
- v e l e s  s i j n i  f i c a t i v a m e n t e  por encima de l  H C ,  c o r t e z a  c e r e b r a l  
y M E .  La ME mostrd  v a l o r e s  a Jgo  s u p e r i o r e s  a1 H C  y c o r t e z a  
pe r0  s i n  a l c a n z a r  s i g n i f i c a c i d n  e s t a d i s t i c a .  La A D X  p r o d u j o  
u n a . d r d s t i c a  r e d u c c i d n  de l a  C O R T  en t o d a s  ? a s  zonas e s t u -  
d i a d a s ,  d e t e c t d n d o s e  C O R T  en e l  h ipotd lamo y e l  H C  pero  no 
2 n  l a  ME y l a  c o r t e z a  c z r e b r a l .  L o s  v a l o r e s  de C O R T  s 6 r i c a  
de i o s  a n i m a l e s  A D X  o s c i l a r o n  en 21 1 Tmite de d e t e c c i d n  d e l  
ensayo ( 1 0  n g / m l ) ,  m i e n t r a s  que en 1 0 s  a n i m a l e s  i n t a c t o s  
fue.  s u p e r i o r  a  200  ng/ml .  
L a  d i s t r i b u c i d n  de C O R T  end6gena en l a  ME fue  e s t u d i a -  
da en an ima les .  i n t a c t o s  y somet idos  a  e s t r e ' s  por f r i o  ( 8  h 
a  ~ O C ) .  E n  l a  f i g u r a  1'1-4 se  o b s e r v a  que en 1 0 s  a n i m a l e s  no 
e s . i r e s a d o s  10s  n i v e l e s  n i s  a l t o s  s e  e n c u e n t r a n  en l a  zona 
comprendida e n t r e  l a s  v e r t e b r a s  C 1 - C 2 ,  cuya d i f e r e n c i a  e s  
s i g n i  f i c a t i v a  r e s p e c t o  de 1 a s  demds r e g i o n e s .  Los n i v e l e s  
d isminuyen a ?  t o i n a r  r c n a s  h a c i a  i a  d i r e c c i d n  c a u d a l ,  t e n i e n -  
do l a  r e g i 6 n  C 3 - C 7  una c o n c e n t r a c i 6 n  c o n s i d e r a b l e m e n t e  s u -  
p e r i o r  a  l a s  demds ( T I - T 8 ,  T - L  y L 4 - L 6 ) .  L 4 - L 6 ,  que con-  9 3 
t i e n 2  1 0 s  n e r v i o s  de l a  c o l a  de c a b a l l o  y e l  " f i l u m  t e r m i -  
F i g u r a  I V - 3  : C O R T  en e l  S N C .  
Se determin6 por RIA en hornogenatos de hipotdlarno (HT), H C ,  cor- 
teza cerebral  ( C C )  y ME de r a t a s  i n t ac t a s  (0) y ADX (Ell!). Cada barra 
represent3 l a  media - t ES de l as  determinaciones en l a s  zonas de 6 an i -  
maies. E n  cada zona la  d i ferencia  en t r e  in tac tas  y ADX fue s i gn i f i c a -  
t i va  (p< g , 9 0 5 ) .  
+ : p< (),!I5 vs. I-IC, corceza y ME de su correspondiente grupo .  
F i g u r a  I V - 4  : CORT e n  l a  ME 
En r a t a s  i n t a c t a s .  (6) y sometidas a estre 's (B) p o r  f r T o  a 4 
"C durante 8 h se deterrnin6 CORT p o r  R I A  en l a s  zonas de l a  ME com- 
prendidas e n t r e  l a s  ve r t eb ras  : Cl-C2, C3-C7, Tl-T8, Tg-L3, L4-L6. 
Se represen tan  l a s  medias + ES en todas l a s  zonas l a  d i f e r e n c i a  en- 
t r e  i n t a c t o s  y est resados f u e  s i g n i f i c a t i v a  ( p  .= 0,01, n=5) 
* : p<0,05 vs.  L4-L6 es t res .  
* *  : p<0,05 vs .  Tf-T8, T9-L3 y L4-L6 i n t a c t o s .  
* * *  : ; , < 0 ,35  v s .  C 3 - C 7 ,  TI-Tg, Tg-L3 y Lq-Lg i n t a c t o s .  
n a l e " ,  t u v o  e l  n i v e l  Ce CORT mds b a j o .  Los  a n i m a l e . .  > < ' r e -  
s a d o s  t u v i e r o n  ~ a l ~ r e s  d e  CORT s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e l e v a d c s  
e n  t o d a s  ' a s  r e g i o n e s ,  s i e n d o  l a s  d i f e r e n c i a s  e n t r e  l a i  d j s -  
t i n t a s  z o n a ;  n e n o s  e v i d e n t e s .  El c o n t e n i d o  d e  CORT d e  1 a s  
r r e g i o n e s  C i - - ?  y C J - C 7  f u e  s i g n i f i c a t i v a r n e n t e  mayor  q u e  E: 
- + d e  1 a s  z o n a s  i 1 3 ,  T g - L 3  y L 4 - L 6 .  E s t a  i i l t i m a  z o n a  t u v o  n u e -  
v a m e n t e  e l  menor  c o n t e n i d o  d ?  l a  h o r m o n a .  
INCORPORACION N U C L E A R  D E  CORT 
P e s e .  3 1 0 s  a 1  t o s  n i v e l e s  de C O R T  e n d 6 g e n a  e n c o n t r a d o s  
3 
e n  l a  M E ,  l a  i n c o r p o r a c i 6 n  n u c l e a r  d e  ( H)-CORT ( d o s i s  t r a -  
z a a o r a )  que s e  m u e s t r a  e n  l a  t a b l a  IV-! f u e  ba j a .  La i n c o r -  
p o r a c i i j n  2 n  e l  h o m o g e n a t o  t o t a l  f u e ,  en  l a  m e d x l a ,  un 502 
m e n o r  que  e l  d e l  H C .  E s t a  r e l a c i d n  e s  s i n i l a r  a  l a  d e  1 0 s '  
3 
s i t i o s  4 2  ~ n i d n  d e  ( H ) - D E X  [ 1 3 4 , I 1 , 1 5 7 j .  En 21 8 C  e l  5 %  d e  
: a  r a d i o a c t i v j d a d  de7 h o m o g e n a t o  e s t a b a  i s o - ~ i a d a  a  1 0 s  nd -  
c l s c s ,  m i e n t r a s  q u e  e n  l a  M E  e s t a  c a n t i d a d  no 5 u p e r 5  e l  I f -  
P a r a  d e t e r m i n a r  s i  e s ' o s  r e s u l  t a d o s  e r a n  a f ? z t a d o <  ? o r  m o d i -  
f i i - -  , c c i o n e s  zq ; a  ' t c n i c ~  ~ n p i e a d a  s e  r e p e t i e r a n  1 0 s  ~ x a e r i -  
m e n t o s  a o : i i i c a n a o  Tos t f z ~ p o s  d e  i n y e c c i 6 n  y 1 0 s  " b u f f e r s "  
. - .  
1 4 ~  3onc;e?i:a::idn 7 z u r :  ~ i z a c i 6 n  ( v e r  m a t e r i a : 2 .  y a g ' o a o s .  . 
l a  m o s t r a d a  e n  1 3  : a S ; a  Ti/-!. 
L 3  f i g u t - 3  1 ' 4 - 5  n r i e s c r a  1 0 s  r z s u l t a d o s  o h - t e n i d o s  d 2  2 
d e t e r m f n a c i j n  d 2  C O K T  s n  q o n o g e n a t o ,  c i c o s o l  y f r a c c i e n  n u -  
T a b l a  I - :  I n c o r p o r a c i 6 n  " i p  v i v o "  d e  ('HI-CORT a  homo- 
g e n a t o  y f r a c c i 6 n  n u c l o a r  a u r i f i c a d a  d e l  HC y M E .  
F r a c c i 6 n  nuc l  e a r  
Somogenato  
Regi6n ( i m o l  i m g  A D N )  ( fmo l /mg  A a N )  ( %  d e l  homogena t o )  
3 Se i n y e c t a r o n  5 0  pci  de  ( H ) - C O R T  a  r a t a s  AgX y s e  m a t a r o n  
6 0  m i n  d e s p u e s .  Se o b t u v o  e l  homogenato  y una f r a c c i o ' n  n u -  
c l e a r  p u r i i i c a d a  s i g u i e n d o  e l  p r o c e d i m i , e n t o  ds  McEwen y 
Zigmond [ 1 4 7 ! .  Se d e t e r m i n d  l a  r a d i o a c t i v i d a d  ? n  e s t a s  f r a c -  
c i o n e s  y s e  r 2 3 r ~ s e n ~ a n  : a s  n e d i a s  - + ES 12 t r o s  e x p e r i m e n t a s .  
*: p < a , 0 1  v s .  r e g i o n e z  de l a  Y E .  
c l e a r  de  H E ,  y s u e r o  l u e g o  de  una i n y e c c i 6 n  i . p .  de  C O R T  
d 0  J n g j k g  p e s s  en e t a n o l - s a 1  i n a  ( 4 0 % ) .  Los r e s u l  t aa los  5 2  e x -  
p r ~ s l r o n  t :~a;  ; a r e l a c i d n  t e j i d o / s u e r o  g a r 3  p ~ a e r  d e r ; r : n i n a r  
l a  r e t e n c i j n  d e l  e s t e r o i d e  en  forma d i f e r ? n c i a !  p o r  J a s  d i s -  
t i n t a s  f r a c c i o n e s  r e s p e c t o  d e l  c o n t e n i d o  s 6 r i c s .  E n  e l l a  s e  
o b s e r v a  que e l  h o n o g e n a t o  no r e t u v o  l a  hormona ,  y a  que ? a  r e -  
1 a c i 6 n  CJRT en ho rnogean to / sue ro  d i s m i n u y 6  permanentemenhe .  
e n t r e  1 2 s  0 , s  y 2 h .  A ? a s  2 h no s e  e n c o n t r a r o n  v a l o r e s  de -  
t e c t a b l e ~  de l  e s t e r o i d z  en 21 homogena to .  E l  c i t o s o l  no r e -  
z i e n e  : a  ho rnona  y l a  d i s m i n u c i 6 n  d e l  c o n t e n i d o  r e l a t i v o  de 
C O R T  f u e  mds r d p i d a  acn  que e n  e l  homogena to .  La f r a c c i d n  
n u c l e a r ,  en cambio  l u e g o  d e  2 h m a n t i e n e  f o s  v a l o r e s  i n i c i a -  
l e s ,  e v i d e n c i a g d o  que en e s t a s  c o n d i c i o n e s  r e t i e n e n  l a  h o r -  
mona c i r c u i a n t e .  
E n  l a  f i g u r a  IV-6 se o b s e r v a n  10s r e s u l  t a d o s  o b t e n i d o s  
d e ?  s s t u d i o  d e i  e f e c t o  d e l  p r e t r a t a m i e n t o  con D E X  s o b r e  l a  
c a p ~ a c i d n  n u c i e 3 r  de  C O R T .  Anima le s  A D X  f u e r o n  i n y e c t a d o s  c a n  
C O R T  2 2  d o s i s  j a ~ r 1 f i s i o l 6 g i c a s  ( 4  m g / k g  p e s o ) ,  p o r  v i a  i n -  
t r a p e - i  ;3nz3! ;/ -nemd i a  i o r a  rnzs t s r d e  s a c r i  f i c a d o s  F a r a  o b t e -  
n e r  n i c l z o s  ~ u r i f i c a d c s  a e  ~ 6 l u l a s  de  l a  P I E .  U n  g rupo  de e -  
710s  f u e  t r a t a d o  y r 2 v i a n r n t e  con 3 E X  de  ! a  s i g u i e n t z  ~ a n e r - 3 :  
d u r a n t s  3 d i a s  r e c i j i e r r ~ n  3EX en  i a  s a l  i n a  de S e S i d a  ( 1 0  pq; 
m i )  y 1 h a n t e s  d e  l a  i n y e c e i 6 n  de  CORT s e  l e s  s u r n i n i s t r 6  4 0 0  
p g  d e  DEX i n z r 3 D e r i : o n e a : m e n t ? .  Como c o n t r o l  s e  u t i l i z 6  u n  
g rupo  de  a n - ~ s ! ? s  :::< s i n  t r a t a m i e n t o  a l g u n o .  Se h a i l 6  una 
T l e r n p o  p o s t  - i n y e c c i o n  ( h l  
F i g u r a  i V - 5  : C a p t a c i d n  d e  C O R T  en  M E .  
- - Je :nyect3ron J mg/kg peso de CORT i .p .  a r a t a s  ADX,  a  10s tiem- 
pos i nd ' cados  sf g e r F * ~ c i d  Dor via in t racardiaca  con 80 m i  de sal i n a  y 
$2 o x t r a j 2 r o r - 1  ? a s  :z:i:cs. Se de~ermin6 l a  C O R T  s s r i c a  por radiocompe- 
ticifin p r o c ~ i c a  y en ;as ~ernds fracciones por RIA. La fracci6g nuclear 
y e l  ci  toso l  , obteni ios  serGn se describe en r n a ~ s r i a l e s  y rn6to,!os, se 
extra jeron con i t c r  de petr61eo y luego con dichr?ine:ano para gbtener 
l a  C O R T .  E n  l a  f igura se nu3s t ran  I as medias + ES i n = 4 ]  de ? a s  r e l a -  




+CORT + r u .2 TRT 
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+ G t A  
F i g u r a  f V - 6 . :  C a p t a c ; i n  n u c : s a r  d e  C O R T  en l a  M E .  
Se determin6 oor 21.4 en 10s ex t rac tos  etan61ico.s de fracciones 
nucleares de r a t a s  ~ D X ,  A C X  inyeccadas con 4 mg/kg pesa de ZCRT i .p .  
mecii. hora  clnr.es : . :CX+CCRT);  y a o t r a s  aue .aacnriTs recibiercn 3E:( 20 
y l / n i  en :a sa: i 3 a  2e ~ e 5 i c '  .!ur?nce 3 dTas y 1Q0 pg :e ?EY i . s .  )Jna 
. . hora anE?; 32 -ef:: 2 i r  : a  :2R' : .~C:.TCOKT*DEX).  Las  zar-3s ce3rsse?:an 
n e d i ~ s  + ES ae 2-1: 3nina:es ~ e i s . n i n a l o s  en dos ?xqeriincncds. Anczs 
de  norrnaiizar 10s resuitaccs s2 expresaron en ngjing A D N .  
* : p <  0,05 vs.  ADX C G R i  
- : p c  0,01 v s .  ,AC'i CORT 
pequeiia c a n t i d a d  de s u s t a n c i a s  r e a c t i v a s  con e l  a n t i c u e r p o  
de l  R I A  en l a  f r a c c i b n  n u c l e a r  de an i ina le s  A D X  conf i rmando  
10s r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  en o t r a s  r e g i o n e s  de1 SNC [ g o ] .  La 
C O R T  n u c l e a r  de 1 0 s  a n i m a l e s  que s o l o  r e c i b i e r o n  e s a  hormona 
e s t a b a  s i g n i f i c a t i v a r n e n t e  aumentada ( 5  v e c e s )  r e s p e c t o  de l c s  
c o n t r o l e s ,  m i e n t r a s  que e l  p r e t r a t a m i e n t 3  con D E X  produ jo  una 
d i s m i n u c i b n  de aproximadamente u n  5 0 %  ( p < 0 , 0 5 )  r e s p e c t o  d e  
l a s  que s o l o  r e c i b i e r o n  l a  hormona endbgena .  E n  e s t a s  c o n d i -  
c i o n e s  Ta D E X  compi te  con l a  C O R T  por 1 0 s  s i t i o s  de uni6n  s i n  
s e r  d e t e c t a d a  en e l  R I A  [152]. 
El n i v e l  de C O R T  t i s u l a r  h a l l a d o  e n  l a  ME e s  seme-  
j a n t e  a1 d e i  H C ,  que e s  u n  t e j i d o  que r e s p o n d e  a  1 0 s  G C  
[ 8 9 , 9 1 , 1 1 1 ] .  La d i s t r i b u c i d n .  de l a  C O R T  endo 'gena e n  a n i -  
m a l e s  en  r e p o s o  o  e s t r e s a d o s  m u e s t r a  1 0 s  n ive1e . s  mds e l e -  
vados  e n  l a s  r e g i o n e s  c e r v i c a l e s  y  1 0 s  mbs b a j o s  en l a  zo-  
na l umba r  ( L 4 - L 6 ) .  E s t a  d i s t r i b u c i b n  s e  asmtefa a  l a  d i s -  
f r i b u c i 6 n  de  1 0 s  r e c e p t o r e s  c i t o s 6 l i c o s  [ 1 3 4 , I I ]  en  que 
l a  c o n c e n t r a c i b n  en  e l  e n g r o s a m i e n t o  c e r v i c a l  (c~-c,) f u e  
una de l a s  mayores  y l a  d e  L 4 - L 6  l a  menor .  E n  e l  S N C  1 0 s  
v a l o r e s  h a l l a d o s  e s t d n  d e  a c u e r d o  con d a t o s  a n t e r i o r e s  
[152], s i e n d o  27 h i p o t z l a m o  l a  zona que t i e n e  e l  mayor con -  
t e n i d o  d e  C O R T ,  a  d i f e r e n c i a  de  l a  d i s t r i b u c i 6 n  d e  1 0 s  s i -  
t i o s  d e  uniGn c i t o s 6 l i c o s  cuya  mdxima c o n c e n t r a c i 6 n  s e  e n -  
c u e n t r a  e n  e l  H C  [ 8 4 , 1 0 5 ] .  De l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  t i s u l a r e s  
puede i n f e r i r s e  l a  o c u p a c i b n  f i s i o 7 6 g i c a  d e  l a s  s i t i o s  r e -  
c e p t o r e s ,  ya  que e s t i m a d a s  e n  nM s e  o b t i e n e n  v a l o r e s  en e l  
r a n g o  de  1 - 1 0 0  s i m i l a r  a1  d e  l a  Kd p a r a  1 a  hormona end6gena  
i a s  f l u c t u a c i o n e s  d e l  c o n t e n i d o  t i s u l a r  d e  C O R T  s i -  
g u i e r o n  Tas v a r i a c i o n e s  d e l  n i v e l  s g r i c o ,  r e l a c i o n a d o  d i -  
r e c t a m e n t e  con l a  a c t i v i d a d  d e  l a  c o r t e z a  a d r e n a l .  L a  C O R T  
aument6 e n  c a s o s  de  e s t r e s  y p r b c t i c a m e n t e  e s t u v o  a u s e n t e  
en 1 0 s  a n i m a l e s  A D X ,  d e m o s t r a n d o  que e l  t e j i d o  d e  l a  HE e s  
- 
s e n s i b l e  a  l a s  f l u c t u t a c i o n e s  f i s i o l b g i c a s  de  l a  hormona e n -  
d6ger ia .  A1 i g u a l  que l a s  o t r a s  z o n a s  de1 SN [ I 5 2 1  e l  c o n t e n i -  
do t i s u l a r  d e l  s s t s r o i d e  en i a  ME p a r e c e  d e p e n d e r  d i r e c t a m e n -  
t e  de l a  c o n c e n t r a c i 6 n  s e r i c a .  
De 1;s r e s u l . t a d o s  o b t e n i d o s  de  l a  d e t e r m i n a c i o ' n  de  C O R T  
l u e g o  de i n y e c t a d a  a  a n i m a l e s  A D X  s e  i n f i e r e  q u s  l a  c a i d a  d e  
1 0 s  n i v e l e s  en e l  homogenato  e n t r e  l a s  0,5 y  2  h . n o  i m p l i c a  
que l a  hormona no pueda e j e r c e r  una a c c i 6 n  e f e c t i v a  s o b r e  l a  
f i s i o l o g i a  o  l a  b i o q u i m i c a  d e l  t e j i d o ,  p u e s  en  e l  H C ,  donde  
1 0 s  G C  son  muy a c t i v o s  [ 8 9 , 1 1 1 ]  , , s e  o b s e r v a  e l  mismo fen6meno .  
Se o b s e r v 6  ademds que  l a  C O R T  e s  r e t e n i d a  p o r  l a  f r a c c i S n  nu-  
c l e a r  de  l a  m e d u l a ,  p u d i e n d o  d e s e n c a d e n a r  de  e s t a  forma una 
r e s p u e s t a  b i o l 6 g i c a .  La b a j a  p r o p o r c i 6 n  l e  hormona r e t e n i d a  
en l a  f r a c c i d n  n u c l e a r ,  ap rox imadamen te  1% de  l a  c i t o s 6 l i c a  
o  de1 homogena to ,  e x p l  i c a  que no pueda d e t e c t a r s e  r e t e f i c i 6 n  
a1 c o n s i d e r a r  e l  c o n t e n i d o  en e l  homogenato  t o t a l .  
La d i s m i n u c i d n  d e  l a  c a p t a c i d n  n u c l e a r  d e  C O R T  por  p r e -  
t r a t a m i e n t o  con D E X  m u e s t r a  que e s t a  c a p t a c i 6 n  d e p e n d e  en 
g r a n  medida  de 1 1  p r e s e n c i a  d e  o t r o s  G C .  L a  i n h i b i c i d n  de  l a  
c a p t a c i d n  n u c l e a r  de  C O R T  puede a t r i b u i r s e  a  u n  e f e c t o  compe- 
t i t i v o  e n t r e  1 0 s  SC n e n c i o n a d o s  po r  e l  s i t i o  de  u n i 6 n  r e s p o n -  
s a b : e  de l a  r e t e n c i r j n  n u c l e a r ,  s i  b i e n  no puede d e s c a r t a r s e  
u n  e f e c t o  metabd l  i c o  mds g e n e r a l  de  l a  D E X  i n f l u e n c i a n d o  l a  
c a p t a c i 6 n  y e l  t r a n s ~ o r t e  en l a  s a n g r e  de  l a  C O R T  i n y e c t a d a  
o  b i e n  u n  carnbio de1 e s t a d o  f i s i o l 6 g i c o  de  l a s  c 6 l u l a s  i n v o -  
I ~ k * '  l u c r a d a s ,  como por  e j e m p l o  p o r  r e g u l a c i 6 n  n e g a t i v a  d e  1 0 s  s i -  1 '  , # .  - t i o s  d e  u n i d n  como ha s i d o  d e m o s t r a d o  p o r  n u e s t r o  l a b o r a t o r i o  
S i  b i e n  1 0 s  s i t i o s  d e  u n i 6 n  c i t o s 6 l i c o s  d e  l a  ME p o s e e n  
l a s  p r o p i e d a d e s  de  1 0 s  r e c e p t o r e s  de  G C  y  s e  e n c u e n t r a n  en  
' I 
' , 
una c o n c e n t r a c i d n  d e  a p r o x i m a d a m e n t e  l a  m i t a d  d e  1 0 s  de1 H C ,  
3 l a  i n c o r p o r a c i d n  n u c l e a r  d e  una d o s i s  t r a z a d o r a  d e  ( H ) - C O R T  
plr.+suministrada " i n  v i v o " ,  f u e  mucho menor .  A e s t a  o b s e r v a c i 6 n  
I , s e  1 e . p u e d e  a t r i b u i r  d i v e r s a s  e x p l i c a c i o n e s .  E n  p r i m e r  l u g a r  
l a s  b a j a s  d o s i s  d e  G C  i n y e c t a d a s  a  l a  c i r c u l a c i o ' n  pueden .no 
a l c a n z a r  l a  M E .  E s t a  p o s i b i l i d a d  p o d r i a  d e s c a r t a r s e  t e n i e n d o  
I 
- en c u e n t a  que e l  homogenato  d e  l a  ME p o s e e  SO% d e  l a  r a d i o -  
a c t i v i d a d  de1 c o r r e s p o n d i e n t e  a1  H C .  E n  s e g u n d o  l u g a r  l a  re.- 
t e n c i d n  n u c l e a r  d e  r a d i o a c t i v i d a d  puede s e r  muy l d b i l  en  l a  
M E  d i s o c i i i n d o s e  de  su u n i d n  d u r a n t e  l a  p u r i f i c a c i d n  de  1 0 s  
n d c l e o s  l i b e r d n d o s e  a  l a  f r a c c i d n  c i t o s 6 l i c a .  E s t e  m e c a n i s -  
mo ha s i d o  p robado  p a r a  l a s  hormonas s e x u a l e s  [158]. S i  b i e n  
e s t a  p o s i b i l i d a d  merece  t e n e r s e  en  c u e n t a ,  l a  p r o t e c c i d n  de  
1 0 s  n d c l e o s  u t i l i z a n d o  p r e p a r a c i o n e s  mds c r u d a s  [I521 no a u -  
ment6 l a  r a d i o a c t i v i d a d  n u c l e a r .  E n  t e r c e r  l u g a r ,  puede  s e r  
p o s i b l e  que una p a r t e  d e  1 0 s  s i t i o s  c i t o s d l i c o s  s e a  t r a s l o -  
c a d a  a 1  n d c l e o ,  m i e n t r a s  que o t r a  pe rmanece  e n  e l  c i t o p i a s -  
,na d e b i d o  a l a  a c t i v i d a d  de u n  i n h i b i d o r  de  l a  t r a s l o c a c i d n  
que ac tuo '  " i n  v i v o "  [ I 5 9 1  o  par 'a  r e a l i z a r  s u s  f u n c i o n e s  en  
e s t e  co rnpa r t imen to  c e i  u l  a r .  E s t a  p o b l a c i d n  d e  r e c e p t o r e s  po- 
d r f a  s e r  s i m i l a r  a  1 0 s  r e c e p t o r e s  " c r i p t i c o s "  d e l  H C  que 
no s o n  t r a s l o c a d o s  l u e g o  de t r a t a m i e n t o  hormonal " i n  v i -  
v o "  [ 1 5 2 ] .  
E s t o s  r e s u l t a d o s  son  s i m i l a r e s  a  1 0 s  e n c o n t r a d o s  
p o r  Meyer y  c o l  . [ 6 5 ]  en  e l  n e r v i o  d p t i c o ,  donde  1 0 s  r e -  
c e ~ t o r e s  d e  G C  s e  l o c a l  i z a n  en c 6 1 u l a s  g l i a l e s  e i n d u c e n  
l a  G P D H .  A 1  i g u a l  que en  l a  M E ,  en e l  n e r v i o  d p t i c o  l a  
c a p t a c i 6 n  n u c l e a r  e s  b a j a  en  c o m p a r a c i i n  a1 nGmero de  r e -  
c e p t o r e s  c i  t o s 6 l  i c o s .  Es p o s i b l e ,  e n t o n c e s ,  una l o c a l  i z a -  
c i 6 n  g l i a l  de  r e c e p t o r e s  en  l a  M E .  E n  e l  c a p l t u l o  V I  s e  
a p o r t a n  i a s  e v i d e n c i a s  de l a  i n d u c c i 6 n  de  G P D H  en l a  M E .  
da po r  1 0 s  r e s u l t a d o s  d e  l a  d e t e r m i n a c i d n  d e  C O R T  po r  RIA 
y po r  ? a s  manipu l  a c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  p a r a  a u m e n t a r  o  
d i s m i n u i r  1 0 s  n i v e l e s  c i r c u l a n t e s  de G C .  TambiZn po r  l a  
e s t a b i l i z a c i 6 n  de  l a  C O R T  n u c l e a r  r e s p e c t o  a1 s u e r o  pos -  
t e r i o r  a  una i n y e c c i 6 n  de una d o s i s  e l e v a d a  d e l  c o r t i c o i i  
d ~ .  La C O R T  n u c l e a r  f u e  b a j a  en  a n i m a l e s  A D X ,  aument6  pot- 
t r a t a m i e n t o  con C O R T  y f u e  i n h i b i d a  p o r  t r a t a m i e n t o  p r e -  
v i o  con D E X  i u g i r i e n d o  una c o m p e t e n c i a  d e l  c o r t i c o i d e  s i n -  
t i t i c o  por  21 s i t i o  n u c l e a r .  
La c a p t a c i 6 n  n u c l e a r  d e  C O R T ,  v a r i a b l e  de  a c u e r d o  
a  l a  d o s i s  s u m i n i s t r a d a ,  j u n t o  cmon l a s  e v i d e n c i a s  de  l a  
t r a n s f o r m a c i 6 n  de c o m p l e j o s  c i t o s 6 l i c o s  a  u n  e s t a d o  con  
a f i n i d a d  por  e l  A D N  y : o s  ~ i d c l e o ' s  [157,!III s u g i e r e n  u n .  
m e c a n i s m o  g e n 6 m i c o  d e  a c c i 6 n  d e  7 0 s  G C  e n  la M E .  E s t o s  r e -  
s u l t a d o s  c o n f i r m a n  10s e s t u d i o s  a u t o r r a d i o g r d f i c o s  (103, 
1041 que d e i z r i b e n  l a  l o c a l i z a c i 6 n  d e  c o r t i c o i d e s  en m o t o -  
n e u r o n a s  d e  l a  YE, c o n  mayor, p e r o  n o  e x c l u s i v a ,  l o c a l  i z a -  
c i 6 n  n u c l e a r  r e s p e c t o  d e  la c i t o p l a s m i t i c a .  
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I N T R O D U C C I O N  
El SN p o s e e  s i t i o s  de  un idn  p a r a  M C .  La-ALDO s e  une 
en e l  c e r e b r o  a  u n  s i t i o  de  un idn  e s p e c i f i c o  p a r a  1 0 s  M C  
aunque  tambiGn puede s e r  u n i d a  por  o t r o  s i t i o  con e s p e c i -  
f i c i d a d  G C  [ 7 9 , 8 2 - 8 5 1 .  La d i s t r i b u c i 6 n  de  1 0 s  s i t i o s  de  
u n i 6 n  no e s  u n i f o r m e ,  l o c a l  i z b n d o s e  p r i n c i p a l m e n t e  en  e l  
H C  y o t r a s  e s t r u c t u r a s  1 f m b i c a s  [ 8 1 , 8 4 , 8 5 , 1 0 4 ]  y t amb i6n  
en  1 0 s  d r g a n o s  c i r c u n v e n t r i c u l a r e s  [ I 6 0 1  . 
P a r a  c a r a c t e r i z a r .  1 a s  p o b l a c i o n e s  d e  s i t i o s  de  u -  
n i 6 n  s e  han u t i l i z a d o  una s e r i e  de c o r t i c o i d e s  s i n t 6 t i c o s  
( f i g u r a  V - 1 )  que t i e n e n  l a  v e n t a j a  s o b r e  1 0 s  n a t u r a l e s  d e  
no s e r  u n i d o s  por  l a  t r a n s c o r t i n a ,  son  mis r e s i s t e n t e s  a .  
l a  m e t a b o l i z a c i 6 n  y s o n  mds e s p e c i f i c o s .  R o u s s e l  U c l a f  ha 
s i n t e t i z a d o  una s e r i e  d e  e s t e r o i d e s  de  g r a n  e s t e r e o s e l e c -  
t i v i d a d  p a r a  1 0 s  s i t i o s  de  u n i d n  de 10s r e c e p t o r e s  de  h o r -  
monas e s t e r o i d e s .  P a r a  l c s  GC s e  ha d e s a r r o l l a d o  e l  R U  
25988 [ I I j  que i n t e r a c t i i a  e x c l u s i v a m e n t e  con  e l  r e c e p t o r  
de  G C  y r e  1 0  ha u t i l i z a d o  p a r a  l a  c u a n t i f i c a c i 6 n  s e i e c t i -  
va d e l  r e c e p t o r  d e  MC c o - i n c u b i n d o l o  3 con  ( H ) - A L D O .  E s t e  
compues to  no t e n i a  l a  d e s v e n t a j a  de l a  i n e s p e c i f i c i d a d  de  
o t r o s  c o r t i c o i d e s  u t i l i z a d o s  a n t e r i o r m e n t e  como l a  D E X ,  T A ,  
C O R T  y c o r t i s o l  que pueden u n i r s e  con mayor  o  menor a f i n i -  
dad a1 r e c e p t o r  d e  Y C .  S i n  embargo s e  d e m o s t r 6  que e l  R U  
25985 no e r a  e s t a b j e  en  l a s  c o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  y 
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C H 2  I 
F i g u r a  Y - 1  : E s t r u c t u r a s  p l a n a s  de c o r t i c o i d e s  s i n t 6 t i c o s .  
t e n i a  una v e l o c i d a d  d e  d i s o c i a c i 6 n  muy r d p i d a .  A d i c i o n a n d o  
un g r u p o  m e t i l o  e n  l a  p o s i c i d n  6  s e  o b t u v o  RU 2 8 3 6 2  ( 1 l p  , 
1 7 p  - d i  h i d r a x i  - 6 - m e t i  1 - 1 7 ~ 1  -(l-propioni1)-androstan-2,3,6- 
t r i e n - 3 - o n a ) ,  q u e  no t i e n e  e s t a s  d e s v e n t a j a s  y p a r e c e  cum- 
p l i r  c o n  t o d o s  1 0 s  r e q u i s i t o s  p a r a  e l  e s t u d i o  d e  p o b l a c i o -  
n e s  c o m p f e j a s  d e  s i t i o s  d e  u n i 6 n  [ 1 6 1 ] .  P a r a  1 0 s  M C ,  s e  h a -  
1 1 6  q u e  7 a  - a l q u i l e s t e r o i d e s  c o n  s u s t i t u y e n t e s  c i c l i c o s  e n  
e l  C-17 t e n f a n  a c t i v i d a d  a n t i - M C  d e p e n d i e n d o  e s p e c i a l m e n t e  
d e  l a  ~ a t u r a l e z a  d e l  s u s t i t u y e n t e  a l q u f l i c o .  S i  1 0 s  c o m p u e s -  
t o s  p r o b a d o s  t e n i a n  e n  C-17 un h i d r o x i l o  y un g r u p o  p r o p i 6 -  
n i c o ,  e r a n  c a d a c e s  d e  u n i r s e  a 1  r e c e p t o r  d e  MC s i  e s t o s  sus-  
t i t u y e n t e s  e s t a b a n  e n  l a  f o r m a  l a c t o n a .  S e  e n c o n t r 6  q u e  l a  
. 
s p i r o l a c t o n a  R U  2 6 7 5 2 , , s u s t i t u f d a  c o n  un p r o p i l o  e n  C-7 ( 3 -  
propionolactona)  t e n i a  una  a l t a  a f i n i d a d  p o r  e l  s i t i o  cle M C  
y  una  menor  a f i n i d a d  p o r  e l  d e  G C  [ 1 6 3 ] .  En l a  t a b l a  V - l  
s e  i l u s t r a n  7 0 s  v a l o r e s  d e  R B A  d e  e s t o s  e s t e r o i d e s  a d i v e r -  
s o s  r e c e p t o r e s  d e  h o r m o n a s  e s t e r o i d e s .  E s t o s  c o m p u e s t o s  
p e r m i t i e r o n  d i s c r i m i n a r  1 0 s  s i t i o s  d e  G C  d e  1 0 s  d e  M C  e n  
Los p r i m e r o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  e n  l a  M E  c o n  c o n -  
3 
c e n t r a c i o n e s  i n o d e r a d a s  d e  ( H ) - A L D O  p a r e c f a n  i n d i c a r  q u e  . 
e s t a  hormona s e  u n i a  e x c l u s i v a m e n t e  a  1 0 s  s i t i o s  d e  G C  d e -  
b i d o  a  s u  b a j a  a f i n i d a d  y p o r  e l  s i m i l a r  ndmero  d e  s i t i o s .  
Los e s t u d i o s  a u t o r r a d i o g r i f i c o s  [I041 y a i g u n o s  e s t u d i o s  
T a b l a  V-l: A f i n i d a d  r e l a t i v a  de u n i d n  (RBA) de c o r t i c o i -  
d e s  s i n t e t i c o s  p o r  r e c e p t o r e s  c i t o s 6 7 i c o s  de h o r m o n a s  e s -  
t e r o i d e s .  
RBA 
R e c e p t o r  DEX RU 26988  RU 2 8 3 6 2  RU 26752  
P r o g e s t d g e n o s  < 0 , 1  0,2 1 0 , l -  
A n d r d g e n o s  < 0 , 1  0 , 1  0 , 1  1,6 
Se i n c u b a r o n  d u r a n t e  4 h a  0  "C c i t o s o l e s  de  H C  de r a t a s  
3 A D X  ( G C ,  2 B A  DEX=100) c o n  ( H)-DEx,  d u r a n t e  2 4  h a  0  "C 
3 
c o n  ( H)-ALDO ( M C ,  R B A  , \ ~ D O = 1 0 0 ) ,  de  d t e r o  de  c o n e j o  i nma-  
3 d u r o  t r a t a d o  c o n  e s t r a d i o l  c o n  ( H ) - p r o m e g e s t o n a  (R5020,  
p r o g e s t d g e n o s ,  R 3 A  p r o g e s t e r o n a = 1 0 0 )  y de  p r j s t a t a  de  r a t a  
7 
c a s t r a d a  c o n  ( ' H ) - t z s t o s t e r o n a  ( a n d r t j g e n o s ,  RBA t e s t o s t e r o -  
b i o q u i m i c o s  [85] p a r e c i a n  i n d i c a r  l a  p r e s e n c i a  d e  s i t i o s  e s -  
p e c f f i c o s  p a r a  MC e n  l a  M E .  P o r  e l l o ,  y c o n t a n d o  c o n  1 0 s  b l o -  
q u e a n t e s  e s p e c i f i c o s  n e c e s a r i o s  p a r a  i d e n t i f i c a r  a  1 0 s  s i t i o s  
de MC e n  p r a s e n c i a  d e  r e c e p t o r e s  d e  G C ,  s e  i n i c i d  e s t e  e s t u -  
d i o  p a r a  c o m p l e t a r  l a  c a r a c t e r i z a c i d n  d e  l a s  p o b l a c i o n e s  d e  
s i t i o s  d e  u n i d n  d e  c o r t i c o i d e s  e n  l a  M E .  Se d e r n o s t r d  l a  p r e -  
s e n c i a  d e  p o r  l o  menos  d o s  p o b l a c i o n e s  de  s i t i o s  d e  u n i d n  
p a r a  l a  A L D O ,  e l  c o m p o n e n t e  d e  a l t a  a f i n i d a d  e v i d e n c i d  s e -  
l e c t i v i d a d  p a r a  1 0 s  M C  y e l  d e  m e n o r  a f i n i d a d  p a r a  1 0 s  G C .  
L o s  s i t i o s  d e  a l t a  a f i n i d a d  s e  d i s t r i b u y e n  c a s i  u n i f o r m e -  
m e n t e  e n  t o d a  l a  ME c o n  c o n c e n t r a c i o n e s  m e n o r e s  e n  l a  r e -  
g i 6 n  c a u d a l .  En o t r o s  e x p e r i m e n t o s ,  h a l l a m o s  q u e  s i  s e  i n -  
c u b a b a  e l  c i t o s o l  a  m a y o r  t e m p e r a t u r a  e n  p r e s e n c i a  d e  s a l ,  
e s t e  e r a  c a p a z  de  u n i r s e  a  A D N - c e l u l o s a  s u g i r i e n d o  que  p u e - -  
d e  t e n e r  u n a  a f i n i d a d  i n t r f n s e c a  p o r  s i t i o s  n u c l e a r e s  r e l a -  
c i o n a d o s  c o n  u n a  a c c i 6 n  g e n 6 m i c a  de  l a  h o r r n o n a .  
MATERIALES Y METODOS 
ANIMALES DE EXPERIMENTACION 
Se u t i l i z a r o n  r a t a s  macho A D X  W i s t a r  de 200-250  g .  
Los a n i m a l e s  s e  s a c r i f i c a r o n  p o r  d e c a p i t a c i 6 n 7  s i n  s e r  n e -  
c e s a r i a  l a  p e r f u s i 6 n  ya  que l a  A L D O  no s e  une a  i a s  p r o -  
t e i n a s  p l a s i n i t i c a s  [ 1 8 3 ] .  La ME f u e  u t i l i z a d a  e n t e r a  o  s e c -  
c i o n a d a  en  r e g i o n e s  ( C 1 - C Z ,  C 3 - C 7 ,  T I - T 8 ,  T g - L 3 ,  L4-L6)  c o -  
mo s e  i n d i c 6  [ 1 3 4 , I I ] .  
DETERMINACION DE SITIOS D E  UNION CITOSOLICOS 
Los t e j i d o s  s e  homogen i za ron  en  " b u f f e r "  TEMG con. mo- 
l i b d a t o  d e  s o d i o  20  m M ,  s i g u i g n d o s e  1 0 s  p r o c e d i m i e n t o s  y a .  
3 d e s c r i p t o s  [ 1 3 4 , I I ]  i n c u b a n d o  con ( H ) - A L D O  (New Engiand  N u -  - 
c l e a r ,  80 Ci /mmol)  s o l a  o en  p r e s e n c i a  d e  R U  28362 5  v e c e s  
e n  e x c e s o  p a r a  b l o q u e a r  su u n i d n  a 1  r e c e p t o r  de  G C  y con . 
3  ( H ) - D E X .  L a  u n i 6 n  i n e s p e c i f i c a  s e  d e t e r m i n e  p o r  a g r e g a d o  
d e l  e s t e r o i d e  f r i o  1 000 v e c e s  en e x c e s o  y f u e  d e l  10 -30% 
de l a  u n i o ' n  t o t a l ,  v a r i a n d o  l i n e a l m e n t e  con l a  hormona t r i -  
t i a d a  a g r e g a d a .  
t o s  c o m p e t i d o r e s  u r i i i z a d o s  ( R U  28362 y R U  2 6 7 5 2 )  f u e -  
r o n  o b s e q u i o s  d e l  Dr. D .  P h i l  i b e r t  ( R o u s s e l - U c l a f ,  F r a n c i a )  . 
Los r e s u l t a d o s  s e  e x p r e s a n  como fmol d e  e s t e r o i d e  t r i -  
t i a d o  u n i d o  po r  mg de A D N  d e t e r m i n a d o  p a r  e l  mgtodo d e  l a  
d i f e n i l a m i n a  [ I 1 8 1  o  por  mg d e  p r o t e f n a  [ I 1 7 1  , 
TRANSFORMACION DE LOS SITIOS DE A L T A  AFINIDAD P O R  ( ' H ) - A L D O  
3 P a r a  e s t u d i a r  l a  t r a n s f o r m a c i d n  de  l a  ( H ) - A L D O  u n i -  
da a1 s i t i o  d e  a l t a  a f i n i d a d  s e  u t i l i z d  e l  m6todo de  l a s  
m i n i c o l u m n a s  empleado  p a r a  c a r a c t e r i z a r  e l  s i t i o  de  G C  [ 1 2 ,  
3 1 5 7 , 1 1 1 .  El c i t o s o l  d e  l a  ME s e  i n c u b d  con ( H)-ALDO 5  nM 
en p r e s e n c i a  d e  R U  2 8 3 6 2  50 nM en c o n d i c i o n e s  de  t r a n s f o r -  
rnacidn p a r a  u n  i i s t e m a  l i b r e  d e  c 6 l u l a s  s i m i l a r e s  a l a s  d e  
Munck y  Ho lb rook  [ 3 1 ] ,  en  " b u f f e r "  s i n  m o l i b d a t o  en  p r e s e n -  
c i a  de  KC1 150  mM d u r a n t e  3 h a 0 O C  y  0 , s  h a  2 0  "C o  i n -  
cubado  en  c o n d i c i o n e s  n o - t r a n s f o r m a n t e s  en p r e s e n c i a  d e  mo- 
l i b d a t ' o  y 3 , s  h a  0 "C. Luego s e  agrego '  i g u a l  volumen d e  
una s u s p e n s i o ' n  de ca rbo ' n -dex t r a ' n  ( 4 - 0 , 4 % )  en  e l  " b u f f e r W ' d e  
e l u c i o ' n  [ 1 2 , 1 5 7 , 1 1 ]  y  l u e g o  de i n c u b a r  30 m i n  a  0  "C s e  c e n -  
t r i f u g d  a  5 000  g  d u r a n t e  1 0  min .  Una a l i c u o t a  d e l  s o b r e n a -  * 
d a n t e  ( 0 , 3  m l )  s e  sembrd y  e l u y d  d e l  s i s t e m a  de  t r e s  co lum-  
n a s  c o n s e c u t i v a s  de  ADN-ce lu lo sa ,  DEAE-celulosa  y  H A P ,  en  
7 a s  que s e  s e p a r a n  10s r e c e p t o r e s  t r a n s f o r m a d o s ,  no t r a n s -  
fo rmados  y m e r o - r e c e p t o r e s  r e s p e c t i v a m e n t e  [ 1 2 ] .  E n  e s t a s  
c o n d i c i o n e s  e l  a g r e g a d o  de s a l  no m o d i f i c a  l a  u n i o ' n  a *  l a s  
d i f e r e n t e s  f a s e s  c r o m a t o g r i f i c a s ,  
ANALISIS ESTADISTICO 
Los p a r d m e t r o s  de u n i d n  d e  1 0 s  g r d f i c o s  d e  S c a t c h a r d  
f u e r o n  e s t i m a d o s  por  e l  me'todo de  l a s  p e n d i e n t e s  l i m i t e s  de  
Rodbard y  c o l .  [ I 6 4 1  p a r a  1 0 s  s i s t e m a s  de  dos  s i t i o s  y s i -  
g u i e n d o  e l  p r i n c i p i o  d e l  g r d f i c o  l i n e a l  d i r e c t 0  d e  C r e s s i e  
y K e i g h t l e y  [ I 6 5 1  p a r a  e l  m o d e l o  d e  un s i t i o  d e  u n i b n .  L o s  
c d l c u l o s  s e  r e a l i z a r o n  e n  una  c o m p u t a d o r a  H e w l e t t - P a c k a r d  
8 0  A u t i l i z a n d o  1 0 s  p r o g r a m a s  d i s p o n i b l e s  en  e l  I B Y M E  d e s a -  
r r o l l a d o s  p o r  e l  Dr. J .  C .  C a l v o .  
L a s  v a r i a c i o n e s  e n t r e  g r u p o s  e x p e r i m e n t a l e s  e n  l a  d i s -  
t r i b u c i 6 n  z o n a l  y e n  1 0 s  e x p e r i m e n t o s  d e  c o m p e t e n c i a  f u e r o n  
e s t u d i a d a s  p o r  A N O V A  , r e a l i z a n d o  l a s  c o m p a r a c i o n e s  " a  p o s -  
t e r i o r i "  c o n  e l  t e s t  d e  Newman-Keuls  [ 1 6 6 ] .  
- L a s  c o m p a r a c i o n e s  e n t r e  d o s  g r u p o s  i n d e p e n d i e n t e s  e n  
e l  a n d l i s i s  p o r  m i n i c o l u m n a s  s e  r e a l i z a r o n  p o r  e l  t e s t  d e  
" t"  d e  S t u d e n t .  
L a s  ID50 y 1 0 s  R B A  d e  l a s  c u r v a s  d e  c o m p e t e n c i a  se  - 
c a l c u l a r o n  a  p a r t i r  d e  s u s  t r a n s f o r m a d a s  l o g i t - l o g  como s e .  - 
i n d i c 6  ' [ I I ] .  
RESULTADOS 
La f i g u r a  V - 2  m u e s t r a  l a  c u r v a  de  t i empo  de  ' i n c u b a -  
3 c i d n  de  c i t o s o l  de  ME con ( H)-ALDO a  0 "C. El e q u i l i b r i o  
s e  a l c a n z a  a  l a s  4 h y s e  m a n t i e n e  h a s t a  l a s  2 2  h ,  a u n q u e  
e l  medio de  i n c u b a c i 6 n  no posea  m o l i b d a t o  como a g e n t e  p r o -  
t e c t o r  a d i c i o n a l .  P a r a  a s e g u r a r  un c o m p l e t o  e q u i l i b r i o  y 
en  v i s t a  de  l a  e s c a s a  i n a c t i v a c i d n  de1 r e c e p t o r  a  0 "C s e  
. toman 20 h como t i e m p o  o'ptimo d e  i n c u b a c i o ' n ,  a1  i g u a l  que 
l a s  c o n d i c i o n e s  u t i l i z a d a s  en e l  H C  p a r a  l a  d e t e r m i n a c i o ' n  
d e l  r e c e p t o r  de  MC 1 4 1 .  
E n  e s t a s  c o n d i c i o n e s  s e  r e a l i z a r o n  1 0 s  e s t u d i o s  d e .  
s a t u r a c i o ' n  con ( " 1 - A L D O .  En l a  ' f i g u r a  V-3 s e  m u e s t r a  l a  
c u r v a  de  s a t u r a c i 6 n  y e l  c o r r e s p o n d i e n t e  g r d f i c o  de  S c a t -  
c h a r d  de  l a  u n i 6 n  en  c i t o s o l  u t i l i z a n d o  c o r i c e n t r a c i o n e s  de  
3 ( H)-ALDo de 5-25 n M .  E n  e s t a s  c o n d i c i o n e s  s e  o b s e r v a  una 
un i6n  que no s e  s a t u r a  c o m p l e t a m e n t e ,  o b t e n i 6 n d o s e  p o r  e x -  
t r a p o l a c i 6 n  u n  nQmero de s i t i o s  de  95 fmol/mg p r o t e f n a  y 
una Kd d e ' 3 7  P M .  La c o n c e n t r a c i o ' n  de  s i t i o s  e s  c o m p a r a b l e  
a  1 0 s  8 0 - 1 8 0  fmoles /mg p r o t e i n a  o b t e n i d o s  p a r a  l a  u n i 6 n  de  
G C  ( v e r  R e s u l t a d o s  de  11) y l a  a f i n i d a d  e s  s i m i l a r  a  l a  c a l -  
3 
c u l a d a  a  p a r t i r  de  l a  Kd de ( H ) - D E X ' ( 3 , 2  n M )  y e l  R B A  de  
A L D O  r e s p e c t o  de  D E X  ( 7 , 1 % )  que e s  de  4 5  nM. 
S i n  embargo ,  en e s t u d i o s  r e c i e n t e s  s e  o b s e r v d  que s i  
F i g u r a  V - 2  : C i n e t i c a  de  l a  un i6n  de  ( J ~ ) - ~ ~ ~ ~  en  c i t o s o l  
de M E .  
Se incubd el c i toso l  de m6dula entera preparado en TEMG a 0 "C 
duranxe l o s  tiempos indicados en presencia de (3H)-ALDO 4,1 nM, luego 
se separo' l a  hormona l i b r e  por f i l t racio 'n  en minicolumnas de Sephadex 
LH-20 y se cont6 la  . radioactividad en- el el ufdo. El inespecif ico se  
ohtuvo incubando en presencia de ALDO 5 pM. 
t iempo 
( 'H ) - aldosterona l i  bre ( "M ) 
3 F i g u r a  V-3 : A n Z l i s i s  de  s a t u r a c i 6 n  de l a  u n i 6 n  de  ( H ) -  
A L D O  en a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  en c i t o s o l  de M E .  
El ci tosol  fue incubado a 0 "C durante 20 h en presencia de 
( 3 ~ ) - A L D O  5-25 nM. El grdfico muestra la  curva de saturaci6n y el 
apartado superior l a  representaci6n de Scatchard. Los pardmetros 
de uni6n estimados fueron Nmax 35 fmol/mg proteina y Kd 37 nM. 
3 s e  u t i l i z a  un  r a n g o  d e  ( H)-ALDO que i n c l u y a  c o n c e n t r a c i o -  
n e s  m e n o r e s  ( 0 , 3 - 4 6  nM) ,  a p a r e c e  una  c u r v a t u r a  e n  e l  g r d -  
f i c o  d e  S c a t c h a r d  que s u g i e r e  l a  p r e s e n c i a  d e  o t r o  s i t i o  
de  u n i d n  de mayo r  a f i n i d a d  p o r  e l  l i g a n d o  ( f i g u r a  V - 4 ) .  
Tomando u n  c o n j u n t o  de  t r e s  e x p e r i m e n t o s  s i m i l a r e s  s e  o b -  
t u v i e r o n  v a l o r e s  de Kd de  0,8 nM e n  p r o m e d i o  p a r a  e l  s i -  
t i o  I o  de a l t a  a f i n i d a d  y d e  30 ,8-195 nM p a r a  e l  s i t i o  I 1  
o  de  b a j a  a f i n i d a d  ( T a b l a  V - 2 ) .  E l  nGmero d e  s i t i o s  f u e  
s i e m p r e  m a y o r  p a r a  e l  t i p o  1 1 .  C o i r i n i  y c o l .  m o s t r a r o n  e n  
c i t o s o l  d e  HC que e l  RU 2 8 3 6 2  e n  c o n c e n t r a c i o n e s  1 0  v e c e s  
3 m a y o r e s  no  d e s p l a z a  e n  fo rma  s i g n i f i c a t i v a  l a  u n i 6 n  de  ( H ) -  
ALDO p r e s e n t e  e n  c o n c e n t r a c i d n  5 nM, m j e n t r a s  que p r o d u c i a  
u n a  i n h i b i c i 6 n  c a s i  mdx ima  de  l a  u n i d n  de  G C .  En p r e s e n c i ' a  
de  R U  2 8 6 3 2  e n  e s t a  c o n c e n t r a c i 6 n  p a r a  i m p e d i r  i a  u n i d n  d e  
3 ( H)-ALDO a1 s i t i o  d e  G C  d e j 6  de  v i s u a l i z a r s e  e l  componen-  
t e  de  b a j a  a f i n i d a d ,  o b t e n i G n d o s e  u n  g r d f i c o  de  S c a t c h a r d  
r e c t i l  Tneo,  p e r r n a n e c i e n d o  e l  s i t i o  I i n a l  t e r a d o .  
ESTUDIOS DE COMPETENCIA 
L o s  c o m p e t i d o r e s  u t i l i z a d o s ,  R l !  2 8 3 6 2  corno a n t i - G C  y  
RU 2 6 7 5 2  corno a n t i - M C ,  f u e r o n  e n s a y a d o s  p a r a  c o m p e t i r  c o n  l a  
3 
u n i 6 n  d e  ( H)-DEX en c i t o s o l  d e  ME.  La f i g u r a  V-5 m u e s t r a  
3 l a s  c u r v a s  de c o r n p e t i c i 6 n  d e  l a  u n i 6 n  d e  ( H)-DEX 10  nM c o n  
c o n c e n t r a c i o n e s  c r e c i e n t e s  de  RU 28362 ,  DEX y RU 26752 .  L a  
a f i n i d a d  de RU 28362  p o r  e s t o s  s i t i o s  d e  G C  f u e  m a y o r  que e l  
Uni da ( frnollrng ADN = 2) 
3 F i g u r a  V -4  : A n d l i s i s  d e  s a t u r a c i d n  d e  l a  u n i d n  d e  ( H)- 
ALDO e n  u n  a m p l i o  r a n g o  d e  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  l i g a n d o .  
E l  c i t o s o l  fue  incubado a 0 "C durante 20 h en p resenc ia  de 
(3H)-ALDO 0,3-46 nM, con incubaciones p a r a l e l a s  en p resenc ia  de un 
exceso de ALDO ( 1  000 x )  para de te rminar  u n i 6 n  i n e s p e c i f i c a .  A : 
curvas de saturac io 'n  ob ten idas  en p resenc ia  (0 -a )  o ausencia ( 0 - 0 )  
de RU 28362 (b loqueante de recep to res  de GC) en concent rac iones  10 
veces super io res  a l a s  de ( 3 ~ ) - A L D O .  B : g r d f i c o  de Scatchard de 10s 
datos de I. unio'n en p resenc ia  (a-a) o ausencia ( 0 - 0 )  de RU 28362. 
Las l r n e a s  punteadas rep resen tan  l a s  2 componentes ob ten idas  de l a  
curva  de l  g r d f i c o  de Sca tchard  en l a  que no se agreg6 RU 28362, se- 
gGn e l  m6todo de Rodbard [ I 6 4 1  . v e r  Resul tados y t a b l a  V-2. 
3 T a b l a  V-2 :  P a r i m e t r o s  d e  u n i d n  d e  ( H)-ALDO e n  c i t o s o l  d e  
M E .  
( 3 ~ )  - A L D O  ( 3 ~ ) - ~ ~ ~ ~  c l o x  
T i p o  I T i p o  I 1  RW 2 8 3 6 2  E x p .  No  
Kd 
Nmax 
I 1  Kd 
N m a x  
111 Kd 0,69 30,8 0,66 
Nmax 2 2 1  6 7 0  2 1 3  
L a s  c o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  s o n  l a s  de  l a  f i g u r a  V-4. 
Kd s e  e x p r e s a  e n  nM y e l  n 6 m e r o  de  s i t i o s  (Nmax )  e n  f m o l /  
mg d e  ADN. L o s  s i t i o s  d e  t i p o  I y I 1  s e  r e f i e r e n  a a q u e l l o s  
r e p r e s e n t a d o s  p o r  l a s  l i n e a s  p u n t e a d a s  e n  e l  g r d f i c o  de  
S c a t c h a r d  d e  l a  f i g u r a  V - 4  ( e x p .  N O I I I ) .  
J 
F i q u r a  V -  5 : C o r n p e t e n c i a  d e  l a  u n i 6 n  d e  ( H I - 3 E X  z n  c i t s s o l  
d e  ME c o n  m a r c a d o r e s  e s p e c i i i c o s ,  
Los c i t o s o l e s  ;e  'ncubaron con ( % ) - D E x  10 nM y cancencrac iones 
c r e c i e n t s s  (0-1 900 nr4: de ?€I( ( 8 1 ,  RU 28362 (0) y RU 26752 ( 0 ) .  La 
unio'n i n e c p e c i f i c a  se -ce:?rxlnd p o r  agregadc de DEX 10 PM. Cada ?un- 
t o  c o r r e s p n c i e  3 i l  w : i a  . ~ e  ; n c ~ b a c i o n e s  r e a l i z a d a s  p o r  d u p l i c a d o .  
Considerdndo ?i3A de DEY= 100, se o ~ t u v o  a p a r t i r  de e s t o s  v a l o r e s  R 3 A  
de  2U 28362= 283 y RBA ze ?U 16752= 3,3 .  
de l a  DEX (RBA= 283X) ,  m i e n t r a s  q u e  l a  de  R U  2 6 7 5 2  f u e  v a -  
r i a s  v e c e s  i n e n o r  ( 2 B A =  9 , 9 % , ) .  
3 
~ e n i e h a o  e n  c u e n t a  que  l a  ( H)-ALDO se u n e  a  d o s  s i -  
t i o s  d i f ? r e n t e s ,  l o s  e s t u d i o s  de  c o m p e t i c i 6 n  f u e r o n  r e a l  i- 
3 
zados  u t i l  i z a n d o  dos  c o n c e n t r a c i o n e s  d i  f e r e n t e s  de  ( H I -  
ALDO : a  c o n c e n t r a c i o n e s  de  1 nM s e  une  c a s i  e x c l u s i v a m e n -  
t e  a  1 0 s  s i t i o s  de t i p 0  I ( v e r  f i g u r a  V - 4 ) ,  m i e n t r a s  que  
c o n c e n t r a c i o n e s  de  1 0  nM p e r m i t e n  l a  o c u p a c i d n  de  ambcs s i -  
3 t i o s  d e  u n i 6 n .  E s t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de  ( H)-ALDO f u e r o n  
c o r n p e t i d a s  c o n  c o n c e n t r a c i o n e s  de  R U  2 8 3 6 2  ( a n t i - G C )  o  l a  
s p i r o l a c t o n a  R U  25752 ( a n t i - M C ) .  En l a  f i g u r a  V - 6  se  o b s e r -  
3 
v a  que l a  u n i d n  de ( 3)-ALDO 1 nM e r a  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  
d e s p l a z a d a  p o r  t o d a s  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de R U  2 6 7 5 2  u t i l i -  
zaaas  ( p "  0 , 0 1 ) ,  c o n  un  de 0 ,31  nM p o r  e s t e  s i t i o .  ? o r  
e l  c o n t r a r i o ,  Z U  28362  f u e  t o t a l m e n t e  i n e f i c a z  p a r a  d e s p l a -  
3 
z a r  l a  u n i d n  d e l  l i g a n d o  I nM. P a r a  c o n c e n t r a c : o n e s  d e  ( 3 ) -  
ALDO 10 nM, R U  25752  f u e  u n  b u e n  i n h i b i d o r  p e r o  menos ?fee- 
3  t i v o  que p a r a  d e s p l a z a r  3 ( H)-ALDO I nM. L a  i n h i b i c i d n  de  
l a  u n i 6 n  f u e  s i g n i f i c a t i v a  G n i c a m e n t e  p a r a  c o n c e n t r a c i o n e s  
i g u a i e s  3 m a y o r e s  a  I x  ( p ~ 0 , 0 1 ) ,  m i e n t r a s  que  l a  u n i d n  a  
una c o n c e n t r a c i d n  de 0 , 3 x  d e l  c o r n p e t i d o r  no a l c a n i 6  s i g n i -  
f i c a c i i n  3 s t a d i s t i c a .  E l  R U  2 5 7 5 2  m o s t r d  u n  v a l o r  de 
ALDO 1 nM p e r 0  d e s p l a z d  l a  u n i d n  d e l  l i g a n d o  1 0  nM a  p a r t i r  
de c o n c e n t r a c i o n e s  l x  ( p  < 0 , 0 1 ) ,  e n  f o r m a  c o n s t a n t e  a u n  
3 f i q u r a  ' . I -5 : Z a r n o e t z n c i a  j e  ' a  u n i 6 n  de ( H ) - A L D O  eq c i c o s ; ,  
._-_- . - "  
de YE c o n  n a r c a d q r $ s  Z S ? + C :  :'COS. 
c -  - 
. - 
ri c:zi.ss' Fde 'ncunlz.; :on ;JH)-ALDQ 1 nM y RU 28362 (ant'-GC, 
#--+IP) 3 2U 2 5 5 2  ; ~n t ; - ' !C .  H j ,  y con (3H)-ALDO !C! nPl y RU 28362 
(Q---=) o 2U 25752 ( o---; I .  i a  unio'n i n e s p e c i f i c a  fue aeterminada 
par  co- incubac~dn con i,LiIO 1 300 x .  Cada punto 5 s  i a  media + ES de 4 
7 , m ,-- ,- c. - determinacionss. fi, L-. 7 -  -nc;i i id s ign i f i ca t i va?e?:e  1 a unisr! de ( 3 ~ ) -  
ALOO 1 nM a t c n d j  l a r  ;~ns;.nraciones ansa:{alzs p G 0 . d l !  y a ( 3 ~ ) -  
ALDO 10 nM a c ~ r : c ~ f ~ r a c ~ o c e s  lx o ma o r ? s  ( . ; , K s ; , 3 1 ) .  ?,U ,73362 no i n h i -  i; b i b  r i g n i f i c a t i v a , n e i c e  ;a uni6n de ( !-!)-ALE0 1 nN, x r c  s f  a l a  uni6n 
def I iqando 10 nM a conzencraciones Tx o mayorec ( p  -=.1,31) . 
v a l o r  d e l  55,6% e n  p romedio  de  l a  u n i 6 n  en  a u s e n c i a  d e l  
c o m p e t i d o r .  E s t e  c o x p o r t a m i e n t o  puede  s e r  e x p l i c a d o  s i  e l  
3 4U 2 8 3 6 2  a e s p i a z a  l a  u n i 6 n  de ( H I - A L D O  del  r e c e p t o r  d e  
G C  p e r o  no de1 s i t i o  de  M C ,  que con  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  
. l i g a n d ~  de 10 nM e s t a r l a  u n i d a  en u n  44% a1  d e  G C  y  en un 
56% aprox i rnadamente  a1 de M C .  
OISTRIBUCION REGIONAL 
La d i s t r i  b u c i 6 n  r e g i o n a l  f u e  e s t u d i a d a  i n c u b a n d o  c 
3 t o s o l e s  de  l a s  d i s t i n t a s  s e c c i o n e s  d e  ME con ( H I - A L D O  5 
nM p a r a  a s e g u r a r  l a  c o m p l e t a  s a t u r a c i d n  d e  1 0 s  s i t i o s  d e  
t i p o  I ,  y  en p r e s e n c i a  d e  RU 2 8 3 6 2  5 0  nM p a r a  b l o q u e a r  l a  
u n i 6 n  d e l  l i g a n d o  a 1 0 s  s i t i o s  d e  t i p o  I I .  La f i g u r a  V-7- 
m u e s t r a  que l a  zona  comprend ida  e n t r e  l a s  v e r t e b r a s  L 4 - L 5  
c o n t e n i a n  u n  menor nu'mero de  s i t i o s  ( p < O , 0 1 )  que l a s  o - .  
t r a s  r e g i o n e s  e s t u d i a d a s .  Se e n c o n t r 6  una t e n d e n c i a  ( n o  
s i g n i f i c a t i v a )  de v a l o r e s  mayores  d e  u n i d n  en  r e g i o n e s  t a -  
l e s  como c3'-c7 y T g - L 3 ,  gue s o n  l a s  que c o n t i e n e n  1 0 s  e n -  
g r o s a m i e n t o s  c e r v i c a T  y l umba r  r e s p e c t i v a r n e n t e .  E s t a  d i s -  
t r i b u c i d n  es  s i m i l a r  a l a  e n c o n t r a d a  p a r a  1 0 s  s i t i o s  d e  
* 
TRANSFORMACION D E  LOS SITIOS TIP0 I  
La t a b l a  V-3 m u e s t r a  1 0 s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  u t i l i -  
zando u 3  m6todo c r o m a t o g r d f i C o  r h p i d o  que emp lea  t r e s  c o -  
Fiqura V - 7  : D i s t r i b u c i d n  de 1 0 s  s i t i o s  de unidn de t i p o  
1 e-n reg iones  de l a  M E .  
Se incubaron citosoles de las  regiones comprendidas entre l a s  
vertebras indicadas con (3~)-ALDO 5 nM y RU 28362 50 nM durante 20 
h a 0 "C. Cada columna representa l a  media - t ES de 5 deterninaciones, 
cads una d e  el las  realizada de 2 ME juntas. 
* p <  0,01 vs . todas 1as dernds regiones . 
T a b l a  V - 3 :  A n d l i s i s  de  1 0 s  s i t i o s  de t i p o  I d e  c i t o s o l  d e  
ME po r  una t g c n i c a  c r o m a t o g r d f i c a  c o m b i n a d a .  
( 3 ~ )  - A L D O  Unida ( fmol /mg ADN) 
C o n d i c i o n e s  d e  C o n d i c i o n e s  no 
Min i co l  umna t r a n s f o r m a c i d n  t r a n s f o r m a n t e s  
ADN-cel u l o s a  
DEAE-cel u l o s a  
H A P  
3 El c i t o s o l  f u e  i n c u b a d o  con  ( H ) - A L D O  5 nM y  R U  28362 5 0  
nM en T E M G  con KC1 150  mM d u r a n t e  3 h a  0  O C  y  30  m i n  a  
20 'C ( c o n d i c i o n e s  de  t r a n s f o r m a c i d n )  o  en  T E M G  con Na2Mo04 
20 m M  3 , 5  h a  0  O C  ( c o n d i c i o n e s  no t r a n s f o r m a n t e s ) .  Luego 
d e l  t r a t a m i e n t o  con c a r b 6 n  d e x t r b n  s e  s e m b r a r o n  en  e l  s i s -  
tema de  m i n i c o l u m n a s  y s e  e l u y e r o n  con T r i s  1 0  m M ,  DTT 0,s 
m M  y  Na2Mo04 1 0  m M  [ I I I ] .  Despues  de  l a  e l u c i d n  s e  c o n t d  
l a  r a d i o a c t i v i d a d  a s o c i a d a  a  c ada  f a s e  c r o m a t o g r d f i c a  y s e  
e x p r e s a r o n  10s  r e s u l  t a d o s  como med ia s  2 ES en  fmol /mg A D N  
de 4 d e t e r m i n a c i o n e s  i n d e p e n d i e n t e s .  
*: p -= 0 , 0 2  vs .  ADN-celulosa  de  c o n d i c i o n e s  no t r a n s f o r m a n -  
t e s .  
lumnas combinadas  p a r a  l a  s e p a r a c j d n  de  r e c e p t o r e s  t r a n s -  
fo rmados  que quedan r e t e n i d o s  en l a  ADN-ce lu lo sa ,  1 0 s  r e -  
c e p t o r e s  n a t i v o s ,  no t r a n s f o r m a d o s  que quedan en  l a  D E A E -  
c e l u l o s a  y o t r o s  c o m p l e j o s  que i n c l u y e n  f r a g m e n t o s  d e  d e -  
g r a d a c i 6 n  p r o t e o l i t i c a  que poseen  e l  s i t i o  de  u n i d n  d e l  
* 
e s t e r o i d e  ( m e r o - r e c e p t o r e s )  quedan r e t e n i d o s  en  l a  H A P  
[ 1 2 , 3 1 , 1 5 7 ] .  E n  c o n d i c i o n e s  no t r a n s f o r m a n t e s  ( s i n  c a l e n -  
t a m i e n t o  y en p r e s e n c i a  d e  m o l i b d a t o )  l a  mayor p a r t e  de  
1 0 s  c o m p l e j o s  ( 8 7 % )  permanecen  en l a  DEAE-celulosa  y s o l a -  
mente  una pequefia p r o p o r c i 6 n  s e  une a  l a  ADN-ce lu losa  ( 9 % )  
y  a  l a  H A P  ( 4 2 ) .  Luego de  c a l e n t a r  en p r e s e n c i a  de  KC1 150 
m M  y en a u s e n c i a  de  m o l i b d a t o  l a  mayor fa  de  1 0 s  c o m p l e j o s  
( 5 2 % )  s e  unen a  l a  ADN-celulosa  ( s i g n i f i c a t i v a m e n t e  mayors 
a l a  u n i 6 n  en c o n d i c i o n e s  no t r a n s f o r m a n t e s )  d i s rn inuyendo  
l a  un i6n  a DEAE-celulosa ( 3 8 % )  y  aumentando l a  u n i d n  a  HAP 
( 1 0 % ) .  
:qs r e s u l t a d o s  d e  e s t e  e s t u d i o  d e m u e s t r a n  i a  p r e s e n -  
D I S C U S I O N  
c i a  d e  s i t i o s  de z n i d n  c i ~ t o s o ' l i c o s  p a r a  ( " H ) - A L D O  en  l a  PIE 
c u r v a t ~ r a  1 3  p r e s e n c i a  .Iei i n n i b i l e , r  1 2  l a  ~ l n i o ' n  3 1  s i t i c  
de G C ,  c u y a  c 3 n c ? n r r a z i 6 n  sn c i t o s o i e s  C ?  !E e s  s i m i l a r  3 
- .  . - l a  e n c o n t r a 5 a  a r a  e l  3 i t : l ~ .  I I  [ 1 3 4 , I I ] ,  y l a  a m p i  i a  : i f u -  
s i 6 n  d e  l a  p r t s e n c i a  '12 ; i s t e r n a s  de u n i d n  h e t e r o g g n e o s  de 
c o r t i c o i d e s  s n  d i v e r s o s  t e j i d o s ,  i n c l u r d o  e l  S N ,  [ 7 9 , 8 2 -  
8 5 .  i 6 7 - 1 7 0 1  p e r r n i t e  d e s c a r t a r  l a  p o s i b i i i d a d  de l a  cooDe-  
r a t i s d i d a d  n e g a t i v a  11 a p l i c a r  un m o d e l o  d e  d o s  s i t i o s  de  u -  
n i 6 n  [ 1 6 4 ] .  O t r a s  p o s i b l e s  c a u s a s  d e  g r d f i c o s  d e  S c a t c h a r d  
c u r v i l  i n e o s  t a i k s  coma c o o p e r a t i v i d a d  p o s i t i v z ,  p r e s e n c i a  
d e  hormona e n d z g e n a  o c o n d i c i o n e s  d e  no e a u i i i b r i o  T a m S i S n  
0 ,  p u e c e n  s s r  S e s c a r - a d a s  ;/a q u e  p r o d u c e n  una  c o n c a v i a a , :  l a -  
c i a  a b a J 3 .  ' o  z u z i  = < ?  ? a l l a d o .  
- .  
L 7 5  5 : ~ i i 1 3  3 2  1 - f . i  i - ? n ' d a d  ( ~ d <  : n;4) y d e  2 2 : ~ .  a -  
+ - - .  . i  :Yo - - a ' 3  I:? ; - . r? ; t '3 t i ( ;s  ; ~ r  ' 0 5  2 ~ t d g i 2 5  : e  :a-  
r 2 r ~ : i 5 ~ l  3 5  ~ s z  ?,? ~ : j J o - -  : a  c o n  : 9 5  r e s u : t 3 c ; s  s a c s n i -  
t i o s  ccln el  r i i i S n  [ 1 6 7 :  , 3 1  S N  [ 7 9 , 2 3 , 8 5 1  y o t r s i  s i s ~ t ~ a :  
; 1 6 3 - i 7 0 ] ,  La n a t ~ r a l z z a  J e  e s t o s  s i t i o s  de  u n i d n  5 ~ 2  i n -  
v e s t i g a d a  e m p l e a n c o  a n c a ? o : i i s t a s  d e  1 0 s  r e c e p t o r e s  d e  : o s  
3  G C  y M C  [ 8 2 - 8 5 , 1 2 0 , 1 6 1 , 1 6 2 , 1 6 9 , 1 7 1 ~ .  L a  u n i d n  d e  ( H j - A L D O ,  
a g r e g a j a  e n  c o n c e n t r a c i o n e s  s u f i c i e n t e n e n t e  S a j a s  p a r a  p e r -  
m i t i r  s u  u n i t 5 1 1  J r e f e r e n c i a l m e n t e  a7 s i t i o  d e  a 1  t a  a f i n i d a d  
( I n M ) ,  f u e  e f i c a z m e n t e  c o m p e t i d a  p o r  l a  s p i r o l a c t o n a  R U  
2 6 7 5 2 .  E s t e  c o m p u e s t o  ha d e m o s t r a d o  s e r  u n  p o t e n t e  a n t i - M C  
3 [ 1 6 2 , 1 7 1 ] ,  s i  b i e n  e s  c a p a z  d e  d e s p l a z a r  a  : a  ( H I - C E X  de1 
s i t i o  d e  G C  c o n  u n a  a f i n i d a d  muy b a j a .  E l  a n t i - G C  R U  2 5 3 6 2 ,  
que  n o  s e  u n e  a i  s i t i o  d e  M C  [ 1 6 1 , 1 6 2 ] ,  f u e  i n c a p a z  d e  com- 
3 p e t i r  p o r  e s t a  u n i 6 n .  Cuando  s e  i n c u b 6  c o n  ( H ) - A L D O  1 0  nM 
p a r a  p e r m i t i r  u n a  u n i d n  s i m i l a r  a  ambos s i t i o s ,  RU 2 8 3 6 2  
i n h i b i d  u n  4 4 %  de l a  u n i s n ,  d e j a n d o  e l  l i g a n d o  u n i d o  a1 s i -  
3 
t i 0  de M C .  E l  R U  2 6 7 5 2  t a m b i g n  d e s p l a z 6  l a  u n i 6 n  d e  ( H ) -  
A L O O  1 0  nM p e r 0  f u e r o n  n e c e s a r i a s  c o n c e n t r a c i o n e s  mucho ma- 
y o r e s  p a r a  d e s p l a z a r  e l  5 0 %  d e  l a  u n i 6 n   ID^^= 20,s n ~ )  que 
3 
c u a n d o  s e  u t i l i z d  ( H)-ALDO 1 nM ( I D j o =  0 , 3 ?  n M ) .  
En e l  c e r e b r o  s e  h a n  d e t e r m i n a d o  1 0 s  s f t i o s  d e  u n i d n  
3 d e  ( H)-ALDO b l o q u e a n d o  l a  u n i d n  a 1  s i ' t i o  de b a j a  a f i n i d a d  
c o n  e l  G C  s e l e c t i v o  R Y  2 6 9 3 8  [ 8 3 - 8 5 1 .  En e s t o s  3 : t u d i o s  se  
2 n p l e 6  2 U  2 3 3 5 2  s n  s u  l u g a r ,  d e b i d o  a  l a s  d e s v e n t a j a s  que 
p r e s s n ~ a b a ,  p r i n c i p a l n e n t o  s u  r d p i d a  d i s o c i a c i 6 n  d e l  r e c e p -  
t o r  fde G C  [ i 6 1 ]  . S i n  e m b a r g o ,  ~-ln a s p e c t 0  d e  l a  u n i o ' n  d e  
ALDO 2 n  21 r e j i d o  n e r v i o s o  ,en g e n e r a l  que  p e r m a n e c e  s i n  s e r  
r e s u e l t o  r2s s i  2 s t a  r e ~ r e s e n t a  u n  v e r d a d e r o  r e c e p t o r  de 
ALDO, y a  qu.e.  l a  CORT :/ l a  C e s o x i c o r t i c o s t e r o n a  p o s e e n  una  
a f i n i d a d  s i m i l a r  o  m a y o r  [ 8 5 , 1 6 2 , 1 6 8 , 1 7 2 ] .  " I n  v i v o " ,  l a  e s -  
p e c i f i c i d a d  g o d r i a  ? s t a r  r e g u l a d a  p o r  t r a n s c o r t i n a ,  que l i -  
ga C O R T  1 ~ ? s ~ ~ x i c o r : f c a s t e r o n a  p e r 0  no A L D O ,  i m p i d i e n d o  su  
. - 
, ; ~ n  3 0 7  2 :  -l-:?~:i?r ( 1 8 3 , 1 6 7 1 .  Y i e n t r a s  que 1 0 s  d a -  i n t e r a c -  
. . 
t o s  de d n i d n  '!E : a s  slzios de t i p o  1 s u g i e r e n  que abn  s o n  
n e c e s a r i o s  o t r o s  e s c u d i o s  ? a r a  d e t e r n i n a r  s u  n a t u r a l e z a ,  I d  
2 s p e c i f i c i d a d  d e 1  ~ i t i o -  de b a j a  a f i n i d a d  ? u s d e  s e r  menos 
c u e s t i o n a d a .  E s t s  s i t i o  c o r r e s p o n d e r i a  a1 r e c e p t o r  t i p 0  11,  
con mdyor a f i n i d a d  p o r  l a  D E X  que p o r  l a  C O R T  [ 1 0 5 , 1 7 3 ]  y 
i i l ~ ~ ~ p ~ i b l e  3 l a  compecenc i a  po r  R U  28362  p e r o  no p o r '  2l: 
25752 [ i 6 2 ] .  
t u e ? o  d ?  ~ s ~ a b i e c e r  que e l  s i t i o  de  a l t a  a f i n i d a d  pue-  
de s e r  e l  de i m p o r t a n c i a  f i s i o l 6 g i c a  en  l a  e x p r e s i 6 n  hormo- 
n a l  de l a  A L D O  [ 1 6 7 !  y que p o d i a  s e r  d e t e r m i n a d o  ? n  p r s e n -  
c i a  de  R U  28362 ,  s e  e s t u d i 6  i a  d i s t r i b u c f t i n  de  1 9 s  s i t i o s  d e  
t i p o  I en l a  IYE. E s t o s  s i t i o s  e s t a b a n  ~ : ; ~ i f o r m e m e n r ; e  d i s t r i -  
b u f d o s  en l a  m e d u l a ,  con e x c e p c l j n  de 1 0 s  S a j o s  n i v l l e s  e n -  
c o n t r a d o s  r n  e l  " f i l u r n  t e r m i n a l e "  y c o l a  de c a b a l i o  (LI-L;). 
La t e n d e n c i a  ,de o b t e n e r  mayor r a d i o a c t i v i d a d  en 1 a s  z o n a s  
q ~ e  c o n r i e n e n  i o r  ?n l r ; ramien :os  ( C , - C 7 )  y l umba r  ( T q - i 3 ;  P O -  
i r i a  t e n a ~  u n  < i g n i f i z a d o  ? s p e c i a l  y a  que en e s t u d i o s  a u r o r r a -  
J i o g r i f i c ; ~  s e  e n c o n t r 5  u n n  n a r c a c i 6 n  i n t e n s a  de  l a  i i r n i n a  I,< 
; u e ~ o  d e  i n r n i n i s ; r r r  ( 3 ~ ) - ~ ~ ~ 0  " i n  v i v o "  [ 1 0 4 ] ,  4ue 2s una zo-  
na 3 n r i a u e c i d 3  en ~ G c i e o s  n o t o r e s  que p r edominan  en  1 0 s  n2n -  
c i o n a d o s  e n g r o s a m i e n t o s  [ 2 7 4 ] .  
E s t a  i n v e s t i g a c i 6 n  tambign i n d i c a  que 1 0 s  s i t i o s  de t i -  
3 po i m a r c a d o s  con ( H)-ALDo en p r e s e n c i a  d e  R U  2 8 3 6 3 ,  s e  
cornpor tan  segijn e l  .model o de l a  t r a n s f o r m a c i d n  d e  73s r e c e -  
t o r e s  tie 2 s t a r o i d e . s  [ 3 1 , 1 7 5 ] .  U t i l i z a n d o  una c o m b i n a c i 6 n  
de  c a T e n t a m i e n z o  y s a ? ,  empleado  p a r a  t r a n s f o r m a r  e l  r e c s p -  
t o r  d e  G C  e n  s i s t e m a s  l i b r e s  de  c 6 l u l a s  { 3 1 ] ,  e l  s i t i o  mar-  
3 
c a d o  con  ( H j - A L D O  m o s t r d  u n  aumento de  su  u n i d n  a  ADN-ce- 
l u l o s a .  E n  c o n d i c i o n e s  no t r a n s f o r r n a n t e s ,  i n c u b a n d o  en f r i o  
y en  p r e s e n c i a  de  m o l i b d a t o  que i n h i b e  l a  t r a n s f o r m a c i 6 n  
[ 1 2 9 ] ,  l a  u n i d n  f u e  r e t e n i d a  p r i n c i p a l m e n t e  e n  l a  DEAE-ce- 
1 u l o s a . q u e  en  e l  s i s t e m a  u t i l i z a d o  r e t i e n e  1 0 s  c o m p l e j o s  no 
t r a n s f o r m a d o s ,  e v i d e n c i a n d o  una b a j a  u n i 6 n  a  l a  ADN-celulo-  
s a .  Esie e f e c t o  en 10s s o p o r t e s  c r o m a t o g r S f i c o s  ha s i d o  a d -  
j u d i c a d o  a  u n  cambio  en l a  c a r g a  s u p e r f i c i a l  de  1 0 s  r e c e p -  
t o r e s  [ 1 2 , 2 8 ]  indicative d e  una mayor s f i n i d a d  po r  s i t i o s  
a c e p t o r e s  n u c l e a r e s  [ 2 8 , 1 7 5 ] ,  y ya ha s i d o  d e s c r i p t o  p a r a  
e l  r e c e p t o r  d e  G C  d e  l a  ME [ 1 5 7 , I I f ]  . S i  b i e n  e s t e  e s t u -  
d i o  no permi  t e  asegurar que  l a  e s p e c i e  r n o l e c t l f a r  que 1 i g a  
3 ( H)-ALDO en  e l  SN s e a  c o m p a r a b l e  a1 r e c e p t o r  d e  GC, Agarwal 
[ I 7 6 1  y Palern-Vl iers  y c o l .  [ I 7 7 1  e n c o n t r a r a n  e n  e l  rifio'n 
que e l  r e c e q t o r  d e  M C  ta rnbign e s  c a p a z  d e  s e p a r a r s e  en  d o s  
ccrnponen tes  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l a s  f o r m a s  t r a n s f o r m a d a s  y no- 
t r a n s f a r n a d a s .  La f r a c c i 6 n  u n i d a  de H A P  c o r r e s p o n d f a  a  n e r o -  
r e c e p t o r e s  u o t r o s  c o r n p l e j o s ,  que p a r a  e l  r e c e p t o r  d e  M C  no 
han s i d o  d e s c r i p t o s  e n  e l  S N ,  p e r o  que se forrnan " i n  v i t r o "  
po r  r u p t u r a  p r o t e o l i t i c a  d e l  r e c e p t o r  d e  M C  e n  e l  r i 6 6 n  d p  
r a t a  [ 1 7 8 ] .  E s t o s  r e s u l  t a d o s  s u g i e r e n ,  e n t o n c e s ,  que 1 0 s  
3 
s i t i o s  d e  t i p o  I d e  ( HI-ALDC de l a  M E  cornpar ten  una s e r i s  
de  p r o p i e d a d e s  con 1 0 s  r e c e p t o r e s  de  c o r t i c o i d e s  de  10s te- 
j i d o s  e f e c t o r e s  c l i s i c o s  [ 1 2 , 2 8 , 3 1 , 1 7 6 , 1 7 7 ] .  La t r a n s f o r m a -  
c i 6 n  y l a  t r a n s l o c a c i 6 n  n u c l e a r  p o d r i a n  e x p l i c a r  l a  l o c a l i -  
3 
z a c i 6 n  g redo rn inan t emen te  n u c l e a r  de  ( H I - A L D O  e n c o n t r a d a  
p o r  i3 i rminghaa y c o l .  [ I 0 4 1  en l a  ME p o r  a u t o r r a d i o g r a f i a .  
E n  e l  c e r e b r o  l a  A L D O  y o t r o s  M C  p a r e c e n  i n f i u e n c i a r  
e l  b a l a n c e  d e  e l e c t r o l i t o s ,  e l  edema,  l a  i n g e s t a  s a l i n a ,  
l a  a c t i v i d a d  e l g c t r i c a  de  l a s  n e u r o n a s  y c i e r t o s  compor ta - '  
m i e n t o s  [105,169,179-182!.AGn no s e  c o n o c e n  con c e r t e z a  l a s  
a c c i o n e s  de  l a  A L D O  en  l a  M E ,  y ,  d e b i d o  a  l a  c o m p l e j i d a d  
d e l  s i s t e m a  de u n . i o ' n  [35 ,168 -1701  y l a  menor c o n c e n t r a c i 6 n  
d e  s i t i o s ,  su e s t u a i o  puede a c a r r e a r  c i e r t a s  d i f i c u l  t a d e s .  
S i n  embargo a l g u n o s  d e  1 0 s  e f e c t o s  s o b r e  e l  c e r e b r o ,  que  no 
i n v o l  u c r a n  cambios  en e l  c o m p o r t a m i e n ~ o ,  p o d r i a n  e x t e n d e r -  
s e  a  l a  ME como p o s i b l e s  f u n c i o n e s  de  e s t o s  s i t i o s  r e c e p -  
t o r e s .  
I A  MEDULA ESPINAI : REGULACION DE GLICEROL-FOSFATO 
DESH IDROGEMSA Y O R N I T I M  DESCARBOXI LASA 
La G 2 9 9  :E .C .1 .1 .1 .3 )  2s una enzimd s o l u b l e ,  N A D H -  
d e p e n d i e n t e  que  c a t a l i z a  l a  i n c e r c o n v e r s i d n  de  d i h i d r o x i -  
a c e t o n a  f o s f a t o ,  que P S  u n  i n t e r m e d i a r i o  de  :a g l u c b i i s i s ;  
en  gl i c e r o l - 3 - f o s f a t o ,  formando p a r t e  d e l  s i s t e r n a  de 
e n t r a d a  de  e l e c t r o n e s  d e l  N A D H  e x t r a m i t o c o n d r i a l  a  l a  c a -  
dena r e s p i r a t o r i a .  El g l  i c e r o l - f o s f a t o  a t r a v i e s a  l a  mem- 
b r a n a  m i t o c o n d r i a l  e x t e r n a  y r e d u c e  una f l a v o p r o t e i n a  de  
l a  mernbrana i n t e r n a  que p e r m 2 t e  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e  1 0 s  e -  
l e c t r o n e s  a  t a  c a b e n a  r e s p i r . : t o r i a . C a  d i h i d r o x i a c e t o n a - f o s -  
f a t o  puede v o l v e r  a  s a l i r  de l a  m i t o c o n d r i a  p a r a  v o l v e r  a  
r e d u c i r s e  con e l  N A D H  e x t r a m i t o c o n d r i a l  [ 1 8 4 ] .  E s t a  e n z i -  
ma tarnbign s i r v e  d e  nexo e n t r e  e l  m e t a b o l i s m o  de  i o s  l i -  
p i d o s  y  l a  g l u c b l i s i s .  E l  gl i c e r o l - f o s f a t o  puede  u t i l i z a r -  
s e  en l a  s i n t e s , i s  d e  l i p i d o s  o  b i e n  i n c o r p o r a r s e  a  l a  g l u -  
c d l  i s i s  como d i h i d r o x i a c e t o n a - f o s f a t o  [185!  . 
S i  b i e n  l a  G P D H  s e  e n c u e n t r a  en d i v e r s o s  t e j i d o s ,  su 
i nducc iGn  por  SC s e  l i m i t a  a 1  t e j i d o  n e r v i o s o  [186 -1881 .La  
i n d u c c i 6 n  ha s i d o  d e m o s t r a d a  en  d i v e r s a s  z o n a s  d e l  SN " i n  
v i v o " ,  i n c i u y e n d o  a1 c e r e b r o  y  e l  n e r v i o  o ' p t i c o  [ 6 5 , 1 5 5 , 1 8 7 ,  
1891 , p e r 0  no en l a  N E ,  y e n  d i v e r s o s  c u l  t i v o s  de  t e j i d o  o 
c G l u l a s  n e r v i o s a s ,  z i e n d o  muy e s t u d i a d a s  l a s  7 i n e a s  c e l  u l a -  
r e s  d e  g7 ioma [ 1 8 7 , 1 9 0 - 1 9 2 )  .La r e s p u e s t a  no f u e  d e t e c t a b l e  
en  f i b r o b l a s t o s ,  n i  en  c e l u l a s  e p e n d i m a r i a s ,  m e n i h g e a s  o  
! 7 e u r o n a l e s  [ 1 9 3 , 1 9 4 ] .  L e v e i l  l e  y c o l  . , u t i l  i z a n d o  a n t i c u e r -  
pos c o n t r a  G P D H  de r a t a ,  e n c o n t r a r o n  i n m u n o r e a c t i v i d a d  s e -  
l e c t i v a  2n o l ~ g o d e n d r o c i t o s  y no en o t r o s  e l e m e n t o s  c z l u l a -  
r e s  d e l  SN [ 1 9 5 ] .  
La O D C  ( E . C . 4 . 1 . 1  . 1 7 )  c a t a l i z a  l a  d e s c a r b o x i l a c i 6 n  d e l  
aminodc ido  o r n i t i n a  (ORN) p a r a  r e n d i r  p u t r e s c i n a  ( 1 , 3 - p r o p i -  
l g n d i a m i n a  ) ,  que e s  e l  p r e c u r s o r  de  l a  s f n t e s i s  de  p o l i a m i -  
na s  [ 1 8 5 ] .  La 9DC e s  l a  enz ima  l i m i t a n t e  de  e s t e  camino b i o -  
s i n t e t i c o .  L a s  p o l i a m i n a s  desempefian f u n c i o n e s  i m p o r t a n t e s  
en l a  s i n t e s i s  de p r o t e i n a s  [I961 y l a  O D C  s e  ha u t i l i z a d o  
pa ra  i n v e s t i g a r  l a  a c s i d n  de  l a s  hormonas en s u s  t e j i d o s  e -  
f e c t o r e s  1 1 9 7 1 .  Los G C  aumen tan  l a  O D C  h e p h t i c a  y r e n a l ,  
m i e n t r a s  que d iminuyen  l a  d e  t imo  y bazo  [ 6 6 , 1 9 3 , 1 3 9 ]  . :,I 
e l  c e r e b r o  Cous in  y c o l .  [ 6 6 ]  d e m o s t r a r o n  que l a  O D C  e r a  a u -  
mentada  e s p e c i f i c a m e n t e  po r  1 0 s  G C ,  s u m i n i s t r a d o s  en una G -  
n i c a  d o s i s  a g u d a .  
E n  l a  M E ,  s e  han d e s c r i p t o  l a  p r e s e n c i a  d e m r e c e p t o r e s  
c i t o s d l i c o s  p a r a  104 G C  [ 9 7 , 1 3 4 , 1 5 7 , I I , I I I , I V ]  y s e  han s e -  
f ia lado d i v e r s a s  a c c i o n e s  d e  e s t a s  hormonas como cambios  e n  
1 0 s  n i v e l e s  de n e u r o t r a n s m i s o r e s ,  l a  p e r o x i d a c i d n  l i p f d i c a ,  
l a  t r a n s m i s i 6 n  s i n d p t i c a  y l a  e x c i t a b i l i d a d  n e r v i o s a  [ 4 4 , 9 8 ,  
9 9 1 .  E n  e s t a  s e c c i 6 n  s e  d e s c r i . b e n  1 0 s  e f e c t o s  de  1 0 s  ' G C  s o -  
b r e  l a s  a c t i v i d a d e s  de G P D H  y O D C  d e  l a  M E  ya que  en  d i v e r -  
s a s  z o n a s  de l  SN son  r e g u l a b l e s  po r  e s t o s  e s t e r o i d e s ,  y s e  
1 0 s  r e l a c i o n a  con l a  unio'n de  l a  hormona a1 r e c e p t o r  c i t o s d -  
l i c o .  Ambas enz imas  a u m e n t a r o n  p o r  t r a t a m i e n t o  con G C  y no 
po r  o t r a s  hormonas .  El e f e c t o  s o b r e  l a  G P D W  s e  m a n i f e s t 6  
l u e g o  de 20  h d e l  t r a t a m i e n t o  m i e n t r a s  que e l  de  l a  O D C  f u e  
m b s  r d p i d o  ( 6 h )  m o s t r a n d o  un  c o m p o r t a m i e n t o  b i f g s i c o .  Los 
e f e c t o s  h a l l a d o s  p u e d i e r o n  c o r r e l a c i o n a r s e  con l a  o c u p a c i d n  
de  1 0 s  s i t i o s  r e c e p t o r e s  p o r  l a  hormona i n y e c t a d a ,  i n i c i a n -  
do u n  rnecanismo gendmico e  i n d i c a n  que 1 0 s  s i t i o s  r e c e p t o -  
r e s  de G C  e s t a r i a n  l o c a l i z a d o s  en d i f e r e n t e s  p o b l a c i o n e s  ce ;  
l u l a r e s ,  s i e n d o  s u  l o c a l i z a c i d n  p r e f e r e n t e m e n t e  g l i a l .  
1 
MATERIALES Y METODOS 
ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y TRATAMIENTO C O N  ESTEROIDES 
Se u t i l  i z a r o n  r a t a s  macho S p r a g u e  -Dawley  c o n  2 - 7  d i a s  
d e  ADX. Se d i s e c a r o n  l a  ME, el H C ,  e l  e n g r o s a m i e n t o  c e r v i -  
c a l  y 1 0 s  n e r v i o s  d e  l a  c o l a  de  c a b a l l o  como s e  i n d i c 6  a n -  
t e r i o r m e n t e  [ 1 3 4 , 1 I ] .  
L o s  e s t e r o i d e s  ( S i g m a )  s e  s u m i n i s t r a r o n  e n  f o r -  
ma c r d n i c a  e n  d o s i s  y v i a s  e n  l a s  c u a l e s  p r o d u c e n  . e f e c t o s  
b i o l 6 g i c o s  c o n o c i d o s  y e s p e c i f i c o s .  A s i  , s e  a d m i n i s t r a r o n :  
CORT 2 0 0  p g / m l  y D E X  1 0  p g / m l  e n  l a  s a l  i n a  d e  b e b i d a  d u r a n -  
t e  4 - 7  d i a s  [ Z O O ] ,  ALDO 1 mg/ml  e n  m i n i b o m b a s  o s m 6 t i c a s  q u e  
l i b e r a n  1 p g  d e  e s t e r o i d e / h  ( e n  e s t a s  c o n d i c i o n e s  1 0 s  an i -ma-  
t e s  ADX r e d u c ~ n  ;u i n g e s c a  s a l i n a  a 1  n i v e l  d e  1 0 s  i n t a c t o s ) ,  
y p r o g e s t e r o n a  ( 5  r n g / d i a )  , e s t r a d i o l ( 5 0  p g / d i a )  j t e s t o s  t e -  
r o n a  (1 m g / d i a )  i n y e c t a d o s  S . C .  d i s u e l t o s  e n  a c e i t e  v e g e t a l  
d i a r i a m e n t e  d u r a n t e  4 d i a s  [ 1 2 5 ] .  :- 
E l  e f e c t o  d e  u n a  d 6 s i s  G n i c a  d e  e s t e r o i d e s  s e  e s t u d i 6  
i n y e c t a n d o  s . c .  s o l u c i o n e s  d e  2,s mg/ml  e n  e t a n o l - s a l i n a  40% 
e n  d i f e r e n t e s  d o s i s  ( v e r  ~ e s u l  t a d o s )  - 
DETERMINACION D E  LA ACTIVIDAD DE G P D H  
La  a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  s e  d e t e r m i n 6  e s p e c t r o f o t o m e t r i -  
c a m e n t e  s i g u i e n d o  l a  d e s a p a r i c i B n  d e  NADH, e n  p r e s e n c i a  d e  
d i h i d r o x i a c e t o n a - f o s f a t o ,  a  3 4 0  nm, segcin l a  m e t o a o l o g T a  u t i -  
l i z a d a  p o r  M c G u i n n i s  y De V e l l i s  [ 2 0 1 ] ,  El t e j i d o  s e  homo- 
g e n i z 6  e n  4 voiGrnene,ns d e  " S u f f e r i 1  q u e  c o n t e n f a  f o s f a t o  d a  
s o d i o  10 m M ,  pH 7,4,  EDTA 1 mM, m e r c a p t a e t a n o i  5 mM y a l t z -  
m i n a  d e  s u e r o  b o v i n o  100  p g / m l .  Se d b t u v a  e l  c i t o s o l  c e n t r i -  
f u g a n d o  a  105  000 g  d u r a n t e  30 m i n ,  d e l  c u a l  s e  t o m a r o n  a -  
+ 7 i c u o t a s  p a r s  a d e t e y m i n a r  p r o t e i n a s  [I171 o  p a r a  d e t e r m i n a r  
l a  e n z i m a  I u e g o  de  d i l u i r  1:5. La r e a c c i 6 n  s e  r e a l i z 6  e n  un*  
c u b e t a  d e  c u a r r o  d e  un e s p e c t r o f o t 6 m e t r o  Beckman 0%-G a g r 9 -  
g a n d o  0 , 5  rnl de " b u f f e r " ,  O , l  m l  d e  f r a c c i d n  c i t o s d l i c a  d i -  
I u i d a  ( h a s t a  0 , l  mg d e  p r o t e i n a ) ,  O,l .ml d e  N A D H  ( S i g m a )  
0 , 0 6 7  mg/ml [ c o n c e n t r a c i o ' n  f i n a T  0 , 0 8 5  mM) y  0 , 0 2  m l  d e  d i -  
h i d r o x i a c e t o n a - f ~ s f a t o  ( S i g m a )  5 mg/ml ( c o n c e n t r a c i 6 n  f i n a l  
0,7 m ~ ) .  Luego de a g i t a r  l a  m e z c l a ,  s e  t o m a r o n  l e c t u r a s  de 
i a  t r a n s n i t a n c i a  c a d a  15 s e g u n d o s  d u r a n t e  u n  i n t e r v a i o  de 
2 - 3  m i n .  La a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  a  p e r t i r  de 10s dates s e  
c a l c u l d  c o n  l a  a y u d a  de u n a  c o m p u t q d o r a  H P  86 u t i l  i z a n d o  
{ ~ n  p r o g r a ~ n a  e s p s c i a l m e n t e  r e 3 1  i z a t i o .  L,? f f  g u r a  V I  - i  r n u e s t r 2  
e l  d i a g r a m a  d e  f l u j o  d e ?  misino,  que o b t i e n e  e l  consumo d e  
N A D H  p o r  u n i d a d  d e  t i e g p o  p a r  r e g r e s i 6 n  l i n e a l  d e  l a  r e c t a  
r e s u i t a n t e  de 1 0 s  d a t o s  o b t e n i d o s .  E l  c o e f i c i e n t e  d e  c o r r e -  
L ,  1 a c i S n  ( r  ) e n  t o d o s  1 0 s  c a s o s  f u e  mayor  a 0,99, s i e n d o  l i -  
n e a l  t a m S i S n  i a  v a r i a c i 6 n  rle l a  c o n c e n t r a c i o ' n  de  N A D H  c o n  
l a  c o n c e n t r a c f 6 n  d e  g r a c e i n a s .  Los  r e s u i t a d o s  s e  e x p r e s a n  
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Fi 'gura '41-1 : D i a g r a m a  de f l u j o  d e l  p r o g r a m a  p a r a  e l  c a ' l c u -  
l o  de a c t i v i d a d  de  GPDH. 
Los nimeros e n t r e  pargntes is  i nd i can  l a  numeraci6n de l a s  i n s -  
t rucc iones comprendidas en cada bloque. Se u t i l i z a n  como datos e l  tiem- 
po y l a  t ransmi tanc ia  (%) a 340 nm, 10s resu l tados  de a c t i v i d a d  e n z i -  
mdtica se ob t ienen en pmoles de NADH consumidos por minuto ( v e r  apen- 
d ice  V I - 1 ) .  
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE ODC 
L a  a c t i v i d a d  de  O D C  se  d e t e r m i n d  m i d i e n d o  l a  f o r -  
14 r n a c i 6 n  d e (  C)-CQ a  p a r t i r  de L - ( I - ' ~ c ) - o R N  (New E n g l a n d  2 
N u c l e a r ,  52,6 C i / m o l )  de a c u e r d o  a R u s s e l l  y S n y d e r  [ 2 0 2 ] .  
14 L a  ( 1 4 ~ ) - 0 ~ ~  se  p u r i  f i c 6 .  p a r a  e l  i d i n a r  ( C)-CO e v a p o r a n d o  2 
l a  s o l u c i d n  6 c i d a  (HC1 0 ,01  N )  c o n  c o r r i e n t e  de n i t r 6 g e n o  
b a j o  campana,  r e d i s o l v i e n d o  e n  HC1 0 , 0 1  N  y e v a p o r a n d o  n u e -  
vamen te ,  E l  r e s i d u o  se  d i s o l v i 6  e n  HC1 0 ,01  N  ( 1 0 0  0 0 0  cpm/ 
II 1 )  y se  c o n s e r v d  a 5 "C. 
E l  t e j i d o  s e  h o m o g e n i z 6  e n  2 v o l u m e n e s  d e  " b u f f e r "  
que c o n t e n i a  f o s f a t o  de p o t a s i o  50  mM, EDTA 2 mM, DTT 1 mM, 
y a z i d a  s d d i c a  2 g / l ,  pH 7,2 y se c e n t r i f u g 6  e n  m i c r o c e n t r i -  
f u g a   i is her 2 3 5  B )  a  1 2  0 0 0  r p m  a p r o x i m a d a m e n t e  o b t e n i i i n d o -  
se  e l  s o b r e n a d a n t e .  Se i n c u b a r o n  0 , l  m l  e n  f r a s c o s  c o n  t a p a  
de goma a  3 7  "C c o n  0 , l  m l  de " b u f f e r "  que c o n t e n i a  f o s f a t o  
5 0  mM, EDTA 2 mM, ORN ( S i g m a )  0,2 mM y f o s f a t o  de p i r i d o x a l  
( S i g m a )  0 , l  mM pH 7 . 2  y 4 p l  ( 4 0 0  0 0 0  cpm) de  ( 1 4 c ) - 0 ~ ~  [661. 
L o s  f r a s c o s  se  t a p a r o n  i n m e d i a t a m e n t e  s e l l a n d o  l a  j u n t a  d e l  
t a p f i n  de goma c o n  " P a r a f i l m " ,  E l  t a p 6 n  de goma e s t a b a  a -  
t r a v e s a d o  p o r  un  a l a m b r e  en  c u y o  e x t r e m o  t e n i a  a d o s a d o  una 
c e l d a  p l d s t i c a  que c o n t e n i a  0,2 m l  de s o l u b i l i z a d o r  de  t e -  
j i d o s  N C S  ( ~ m e r s h a m / S e a r l  e )  p a r a  c a p t u r a r  e l  (14c)-co2 1  i b e -  
r a d o  [ 2 0 3 ] .  Luego  de 1 h de i n c u b a c i 6 n  s e  i n y e c t a r o n ,  a t r a -  
v 6 s  d e l  t a p 6 n ,  0,3 m l  de i c i d o  t r i c l o r o a c 4 t i c o  40% p a r a  d e -  
t e n e r  l a  r e a c c i d n  y l i b e r a r  a l  (14c)-cCJ2 de l a  s o l u c i 6 n  [ 2 0 4 ] .  
Luego de 30 m i n  a d i c i o n a l e s  p a r a  a t r a p a r  c u a n t i t a t i v a m e n t e  
e l  ( 1 4 c ) - c o 2  l i b e r a d o  ( s i  s e  i n c u b a b a  1 h en  l u g a r  d e  30 
m i n  no h a b i a  una mayor c a p t a c i d n )  s e  s a c 6  e l  t a p 6 n  y s e  co -  
l 0 c 6  l a  c e l d a  p l d s t i c a  en u n  v i a l  de  v i d r i o  a l  que s e  l e  a -  
g r e g a r o n  1 0  m l  de  t o l u e n o  c e n t e l l e a n t e  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  
r a d i o a c t i v i d a d .  El b l a n c o  de r e a c c i 6 n  s e  determini5  a g r e g a n -  
do e; " b u f f e r "  de  homogen i zac idn  e n  l u g a r  de s o b r e n a d a n t e .  
E n  o t r a  a l r c u o t a  de s o b r e n a d a n t e  s e  d e t e r m i n a r o n  l a s  
n r o t e i n a s  po r  e l  metodo de Lowry [117]. 
14  E n  e s t a s  c o n d i c i o n e s  l a  p r o d u c c i d n  de  ( C)-C02 f u e  
l i n e a l  con e l  t i e m p o  y con l a  c o n c e n t r a c i d n  de  p r o t e i n a s  
( h a s t a  1,4 m g ) .  La a c t i v i d a d  e n z i m i i t i c a  s e  e x p r e s a  en pmol 
de ( 1 4 ~ ) - ~ 0 2 / h / m g  p r o t e f n a .  
DETERMINACION D E  L A  U N I O N  CITOSOLICA D E  ( 3 ~ ) - ~ ~ ~  
Se  homogeni rd  e l  t e j i d o  e n  2 - 3  vo lumenes  de " b u f f e r "  
T E M G  ( v e r  c a p i t u l o  11)  que  c o n t e n i a  m o f i b d a t o  20 mM y c a r -  
b 6 n - d e x t r g n  ( 2 % - 0 , 2 % ) ;  p a r a  e l i m i n a r  e s t e r o i d e  l i b r e .  Lue- 
go de c e n t r i f u g a r  a  105  000 g 30 m i n ,  p a r a  o b t e n e r  l a  f r a c -  
c i d n  c i t o s d l i c a ,  l a  misma s e  i n c u b d  3 h a  0  "C ( p a r a  impe- 
3 d i r  e l  i n t e r c a m b i o  de  s i t i o s  o c u p a d o s )  con ( H ) - D E X  20 nM 
a f i n  de d e t e r m i n a r  l a  un idn  de  a c u e r d o  a  n u e s t r o s  e s u d i o s  
p r e v i o s  1134,IIJ. Los r e s u l t a d o s  s e  e x p r e s a r o n  en  f m o l e s  
de' e s t e r o i d e  l i g a d o / m g  p r o t e f n a .  
A N A L I S I S  E S T A D I S T I C O  
Se r e a l i z d  A N O V A  de  1 0 s  d a t o s  o b t e n i d o s ,  y s e  r e a -  
l i z a r o n  l a s  cornparaciones e n t r e  dos Gnicos g r u p o s  por e l  - 
t e s t  d e  "t" de S t u d e n t  y p a r a  comparac iones  m 6 l t i p l e s  po r  
e l  de Newrnan-Keuls. Los d a t o s  p r o v e n i e n t e s  de l a  d e t e r m i -  
n a c i d n  de O D C  P O  f u e r o n  h o m o c e d ~ s t i c o s ,  s egcn  e l  t e s t  de 
B a r t l e t t ,  por l o  cua l  p r e v i o  a1 and1 i s i s  e s t a d f s t i c o  d e -  
b i6  r e a l i z a r s e  una t r a n s f o r m a c i 6 n  l o g a r f t m i c a  pa ra  s a t i s -  
f a c e r  l a  c o n d i c i 6 n  de h o m o c e d a s t i c i d a d .  
RESULTADOS 
EFECTOS C R O N I C O S  SOBRE LA ACTIVIDPD DE GPDH 
L a  GPDH d e  ME s e  d e t e r i n i n 6  a  d i v e r s a s  c o n c e n t r a -  
c i o n e s  d e  s u s t r a t o s ,  como s e  o b s e r v a  e n  l a  f i g u r a  V I - 2 ,  
o b s e r v d n d o s e  que  a  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  t r a b a j o  ( d i h i -  
d r o x i a c e t o n a - f o s f a t o  0,7 mM, NADH 0 ,085  m ~ )  s e  o b t i e n e  l a  
v e l o c i d a d  m d x i m a .  
En e s t a s  c o n d i c i o n e s  s e  d e t e r m i n 6  l a  GPDH de  a n i m a -  
l e s  q u e  r e c i b i e r o n  d i v e r s o s  t r a t a m i e n t o s  c r 6 n i c o s  ( t a b l a  
V I - 1 ) .  La  ADX d e  4 - 7  d i a s  n o  p r o d u j o  e f e c t o s  s i g n i f i c a t i -  
v o s  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  d e  e s t a  e n z i m a ,  m i e n t r a s  que  e l  
t r a t a m i e n t o  c o n  G C  n a t u r a l e s  o  s i n t 6 t i c o s  p r o d u j o  u n  a u -  
m e n t o  s i g n i f i c a t i v o  d e  l a  m i s m a .  L a  GPDH d e  1 0 s  a n i m a l e s  
.-t 
t r a t a d o s  c o n  DEX f u e  3 5 %  s u p e r i o r  a  l a  d e  1 0 s  c o n t r o l e s ,  
m i e n t r a s  que  l a  CORT a u m e n t 6  27% 1 0 s  n i v e l e s  b a s a i e s .  En 
o t r o s  e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  s e  o b s e r v 6  que  e s t o s  e f e c t o s  
p e r s i s t i a n  s i  e l  t r a t a m i a e n t o  h o r m o n a l  e r a  s u s p e n d i d o  u n  
d i a  a n t e s  ( 0 , 1 5 7  - + 0 , 0 0 8  v s .  0 ,241  - + 0 ,03  p m o l / m i n / m g  , 
n=3 ,  p <  0,Ol). 
O t r o s  e s t e r o i d e s  s u m i n i s t r a d o s  e n  f o r m a  c r 6 n i c a  n o  
a u m e n t a r o n  l a  a c t i v i d a d  d e  GPDH. L a  ALDO e n  d o s i s  que  i n -  
h i b e  e l  a p e t i t o  s a l  i n o ,  e l  e s t r a d i o l  y l a  t e s t o s t e r o n a  e n  
d o s i s  f i s i o l 6 g i c a m e n t e  a c t i v a s  E l 2 5 1 1  no  t u v i e r o n  e f e c t o s  
s i g n i  f i c a t i v o s .  La  p r o g e s t e r o n a ,  q u e  t a m b i e n  e s  u n  a n t i -  
conc DAP (mM 1 
cone NADH (mM ) 
F i g u r a  VI-2  : Curvas  de s u s t r a t o s  de  l a  G P D H  de  M E .  
Se determin6 l a  ac t iv idad de GPDH en c i t o so l e s  de ME, regis-  
trando espectrofotorn6tricamente l a  desaparicidn de NADH a 340 n m ,  
A : Se var i6  l a  concentracidn de aih idroxiacetona-fosfa to  (DAP)  con 
una concentracidn i n i c i a l  de NADH de 0,085 mM. 
I3 : Se varid l a  concentraci6n de NADH u t i l izando DAP 0,7 mfl .  
T a b l a  VI-I: E f e c t o s  c r 6 n i c o s  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  d e  G P D H  d e  l a  
ME.  
Actividad de GPOH Act iv idad  de GPDH 
Exp. No Control n (pmol &in  fmg p r o t  .) Tratamiento n (pmol h i n  mg p r o t .  ) 





S e  d e t e r m i n d  e s p e c t r o f o t o m e t r i c a m e n t e  l a  a c t i v i d a d  d e  G P D H  e n  
c i t o s o l e s  d e  ME d e  r a t a s  macho i n t a c t a f  ( I n t a c t o s ) ,  A D X  d e  4 - 7  
d i a s ,  A D X  t r a t a d a s  c o n  D E X  ( 1 0  ) l g / m l )  e n  l a  s a l i n a  d e  b e b i d a  
d u r a n t e  5 - 7 - d f a s ,  A L D O  ( 1  p g / h )  p o r  m i n i b o m b a s  o s m d t i c a s  d u r a n -  
t e  5  d T a s ,  p r o g e s t e r o n a  (PROG, 5 m g / d i a ) ,  e s t r a d i o l  ( E 2 ,  5 0  pg/  
d i a )  y t e s t o s t e r o n a  (TEsTO, Z m g / d f a )  i n y e c t a d o s  S . C .  d i s u e l -  
t o s  e n  a c e i t e  d u r a n t e  4 d i a s  ( n = n b m e r o  d e  c a s o s  e s t u d i a d o s ) .  
*: 7 -C 0 , 0 5  v s .  c o n t r o l  
G C  [ 1 2 3 ] ,  d i s rn inuy6  en  fo rma  s i g n i f i c a t i v a  l a  a c t i v i d a d  
d e  G P D H .  
EFECTOS CRONICOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE O D C  
La t a b l a  VI-2 m u e s t r a  e l  e f e c t o  d e  l a  DEX y l a  C O R T  
s u m i n i s t r a d o s  en l a  s a 1  i n a  de  b e b i d a  a  a n i m a l e s  A D X .  Ambos 
e s t e r o i d e s  aumentan l a  a c t i v i d a d ,  e x i s t i e n d o  una g r a n  v a -  
r i a b i l i d a d  e n t r e  1 0 s  a n i m a l e s  s o m e t i d o s  a1  t r a t a m i e n t c r  
p r o l o n g a d o .  E n  o t r o  e x p e r i m e n t 0  s e  e n c o n t r 6  que  l a  O D C  en  
1 0 s  a n i m a l e s  i n t a c t o s  s e  e n c u e n t r a  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  d i s -  
m i n u i d a  ( p <  0 , 0 5 )  r e s p e c t o  d e  1 0 s  A D X  ( 1 2 , 3  2 0 , 9 ,  n=4  v s .  
2 5 , 3  - + 4 , 7  pmol /mg/h,  n = 3 ) .  S i  a  a n i m a l e s  A D X  t r a t a d o s  con 
D E X  s e  l e s  s u s p e n d i a  e l  t r a t a m i e n t o  u n  d i a  a n t e s ,  s e  encon -  
t r a b a  una d i s m i n u c i d n  s i m i l a r  ( 5 0 % ) .  d e  l a  O D C  ( 1 7 , 5  2 3 , 5  
v s .  9 , 4  + 0 , 2  pmol /mg/h,  n = 4 ,  p c  0 , 0 5 ) .  E s t o  d e m u e s t r a  que 
1 0 s  G C  pueden m o d i f i c a r  ra a c t i v i d a d  d e  O D C  e n  forma d r d s -  
t i c a  p e r 0  b i f d s i c a .  E s t a  v a r i a b i l i d a d  puede  s e r  d e b i d a  a  
que l a s  hormonas t i e n e n  u n  e f e c t o  d i f e r e n t e  r e l a c i o n a d o  con  
e l  t i e m p o  y s u s  c o n c e n t r a c i o n e s  p l a s m S t i c a s ,  l a s  que depen -  
den  d e l  h o r a r i o  de i n g e s t a  d e l  f l u i d o  que c o n t e n i a  G C .  Mien- 
t r a s  que p a r a  l a  G P D H  e l  t r a t a m i e n t o  c r 6 n i c o  e s  u n  modelo 
e f i c a z  p a r a  e s t u d i a r  s u  r e g u l a c i d n  p c r  G C ,  p a r a  l a  O D C  e s  
c o n v e n i e n t e  u t i l  i z a r  t r a t a m i e n t o s  mis r e p r o d u c i b l e s ,  como 
p o r  e j e m p l o  l a  i n y e c c i d n  de  c a n t i d a d e s  d e f i n i d a s  y a  t i e m -  
pos  e s t a b l e c i d o s  de l a s  hormonas .  
Tab la  V I - 2 :  E f e c t o s  c r 6 n i c o s  de  GC s o b r e  l a  a c t i v i d a d  de  
O D C  de l a  M E .  
Actividad de ODC Actividad de ODC 
Control n (prnol/mg prot ./ti) Tratamiento n (prnol /mg prot  . / h )  
A D X  
S e  d e t e r m i n 6  l a  a c t i v i d a d  de  O D C  en  s o b r e n a d a n t e s  de  ME 
de r a t a s  macho A D X  de 4 - 7  d i a s .  Los t r a t a m i e n t o s  con O E X .  
y C O R T  s e  r e a l i z a r o n  por  l a  s a l i n a  de  b e b i d a  en c o n c e n -  
t r a c i o n e s  de  10 y 100 rg/ml r e s p e c t i v a m e n t e  (n=nu 'mero de  
c a s o s  e s t u d i a d o s ) .  
*: p c 0,05 v s .  A D X  c o n t r o l .  
C I N E T I C A  D E L  E f E C T O  D E  U N A  UNICA DOSIS DE GC SOBRE G P D H ,  
O D C  Y L A  U N I O N  C I T O S O L I C A  D E  ( 3 ~ ) - ~ ~ ~  
P a r a  c o m p r e n d e r  m e j o r  1 0 s  c a m b i o s  q u e  p r o d u c e n  1 0 s  
G C  e n  7 a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m d t i c a s  e s  n e c e s a r i o  c o n o c e r  e l  
t i e m p o  que  n e c e s i t a n  p a r a  m a n i f e s t a r  s u  e f e c t o .  L a  d e t e r -  
m i n a c i d n  d e  1 0 s  s i t i o s  d e  u n i 6 n  c i t o s 6 l i c o s  p a r a  G C ,  e n  
c o n d i c i o n e s  e n  l a s  que  no  e s t d  f a v o r e c i d o  e l  i n t e r c a r n b i o  
de e s t e r o i d e  u n i d o  c o n  e l  l i b r e  r a d i o a c t i v o  ( t i e m p o s  r e l a -  
t i v a m e n t e -  c o r t o s  y ba j a s  t e m p e r a t u r a s )  , s e r v i r f a  p a r a  i n -  
f e r i r  l a  o c u p a c i 6 n  y / o  d e p l e c i 6 n  d e  e s t o s  s i t i o s  p o r  l a  ' 
h o r m o n a  i n y e c t a d a  p o s i b . i l  i t a n d o  r e l a c i o n a r  l a  u n i d n  a 1  r e -  
c e p t o r  c o n  e l  e f e c t o  e n z i m d t i c o .  
En e s t e  e s t u d i o  se  i n y e c t 6  una  d o s i s  e l e v a d a  d e  fos.- 
f a t o  d e  D E X ,  q u e  e s  u n  G C  p o t e n t e  y d e  r d p i d a  a s i m i l a c i 6 n ,  
muy u t i l i z a d o  e n  1 0 s  t r a t a m i e n t o s  f a r m a c o l d g i c o s .  L a  f i g u -  
r a  V I - 3  m u e s t r a  que h a s t a  l a s  6  h no se  p r o d u c e  e f e c t o  s o -  
b r e  l a  G P D H ,  e s t a n d o  l a  a c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  au rnen rada  r e -  
c i e n  a  l a s  20  h .  A 1 0 s  2 d i a s ( 4 6 h )  t o d a v i a  p e r s i s t e  u n  a u -  
m e n t o  significative. E l  e f e c t o  s o b r e  l a  ODC e s  d i f e r e n t e ,  
y a  que  n o  h a y  c a m b i o s  a  l a s  2 h ,  p e r 0  S T  a  l a s  4 h ,  a l c a n -  
z d n d o s e  u n  m d x i m o  que  c u a d r i p l i c a  a 1  e s t a d o  b a s a l  a  l a s  6 
h .  S i n  e m b a r g o ,  a l a s  2 0  h s e  e n c u e n t r a  una  m a r c a d a  d i s m i -  
n u c i 6 n  d e  l a  a c t i v i d a d ,  s i e n d o  e s t a  menos d e  l a  m i t a d  de  
l a  i n i c i a l .  L a  f i g u r a  V I - 4  m u e s t r a  e l  g r i f i c o  d e  l a s  i n v e r -  
s a s  d e  a c u e r d o  a 1  m P t o d o  d e  L i n e w e a v e r - B u r k  o b t e n i d o  c o n  
tiempo de in yeccidn (h 1 
F i g u r a  VI-3  : R e s p u e s t a  t e m p o r a l  de  l a s  a c t i v i d a d e s  enz imh-  
t i c a s  y l a  u n i 6 n  d e  ( 3 H ) - D E X  a  una i i n i ca  d o s i s  d e  f o s f a t o d e  
D E X .  
A r a t a s  ADX se l e s  suministrd 5 mg/kg peso s . c .  de fos fa to  de 
D E X .  En 10s tiempos indicados s e  determinaron l a s  ac t iv idades  enzimd- 
t i c a s  de ODC y GPDH y la  unidn c i t o sd l i c a  de ( 3 ~ ) - D E X  luego de 3 h de 
incubacio'n a 0 "C. Los rezultados s e  expresan en porcentaje delcontrol  
(tiernpo- 0 h )  , animales que no fueron inyectados, como medias - + ES.  
E n  l a s  barras se  indica e l  ndmero de casos estudiados.  
* : p e0,05 v s .  control  
*a: p t 0 , O l  vs. control  . 
0 ADX+DEX-P 
@ ADX 
F i g u r a  V I - 4  : G r i f i c o  d e  l a s  i n v e r s a s  d e  l a  a c t i v i d a d  d e  ODC 
e n  ME. 
Se determin6 l a  a c t i v i d a d  de ODC en sobrenadantes de ME de r a t a s  
ADX ( a )  y ADX inyectadas con DEX-P ( 5  mg/kg peso s .c .) 6 h antes  de l  
s a c r i  f i c i o  ( 0 )  atrapando y contando 1 a r a d i o a c t i v i d a d  d e l  (14c)-CO, 1 i- 
berado de un medio de i ncubac i6n  que con ten ia  400 000 cpm de ( ~ ~ c ) ' o R N  
y concentrac iones v a r i a b l e s  de ORN. Las concent rac iones  ind icadas  co- 
rresponden a l a  suma de s u s t r a t o  marcado y no r a d i o a c t i v o .  En e l  a p a r t a -  
do se g r a f i c a n  l a s  concentrac iones vs. l a  v e l o c i d a d  i n i c i a l ,  en e l  - 
g r i f i c o  c e n t r a l  1as i nve rsas .  
ADX : Vmax- 37,7 pmal h-' mg p r o t - l  Km= 0,14 mM. 
ADX+ DEX-P : Vmax=142,3 pmol h-1 mg p r o t - l  Km= 0,12 mM. 
ME de r a t a s  A D X  y  A D X  i n y e c t a d a s  con f o s f a t o  de  D E X  6 h a n -  
t e s ,  donde s e  o b s e r v a  e l  e f e c t o  a n t e r i o r .  La v e l o c i d a d  mhxi -  
ma e s  c a s i  4 v e c e s  s u p e r i o r  en l a s  p r e p a r a c i o n e s  de  a n i m a l e s  
t r a t a d o s . ,  m i e n t r a s  que  no hay cambios  en  l a  c o n s t a n t e  d e  M i -  
c h a e l  i s  (Km) . 
3 La un i6n  c i t o s d l i c a  de  ( H)-DEX s e  e n c u e n t r a  d i s m i n u f -  
da  a  s o l o  1 h de  l a  i n y e c c i 6 n ,  y  1 0 s  v a l o r e s  mZs b a j o s  de  u -  
n i 6 n  s e  o b t i e n e n  a  l a s  4 h .  A l a s  6 h y a  son  l i g e r a m e n t e  mhs 
e l e v a d o s  y  1 d i a  d e s p u g s  s e  e n c u e n t r a n  n o r r n a l i z a d o s .  Es d e c i r  
que e l  p r i m e r  cambio o b s e r v a d o  l u e g o  d e  una Gnica  d o s i s  d e  G C  
e s  una d i s m i n u c i 6 n  de  s i t i o s  de  un i6n  c i t o s 6 l i c o s ,  s e g u i d o  d e  
u n  g r a n  aurnento de  l a  O D C .  A l a s  20-24 h s e  e v i d e n c i a  e l  a u -  
mento de l a  G P D H ,  cuando  ya s e  r e s t a b l e c i e r o n  1 0 s  s i t i o s  d e  
un i6n  y  l a  O D C  cay6  a  v a l o r e s  i n f e r i o r e s  a  1 0 s  b a s a l e s .  
RESPUESTA A DIFERENTES DOSIS D E  G C  
La f i g u r a  VI-5 m u e s t r a  e l  e f e c t o  p r o d u c i d o  po r  una C n i -  
c a  i n y e c c i 6 n  de  f o s f a t o  de D E X  a d m i n i s t r a d a  con l a  s u f i c i e n t e  
a n t e l a c i 6 n  p a r a  l o g r a r  e l  e f e c t o  mzximo. A s i ,  p a r a  G P D H  s e  t o -  
maron 20 h m i e n t r a s  que  6 h f u e r o n  6 p t i m a s  p a r a  l a  O D C  y  4 h 
p a r a  l a  u n i 6 n  c i t o s 6 l i c a  ( v e r  f i g u t - a  V I - 3 ) .  Ambas e n z i m a s  r e s -  
ponden a  l a s  mismas d o s i s  de f o s f a t o  de  D E X ,  s i e n d o  0 , 2  mg/kg 
peso  l a  minima d o s i s  e f e c t i v a  p a r a  e l l a s .  La u n i d n  c i t o s 6 l  i c a  
3 de  ( H)-DEX d i s m i n u y e  a1 a u m e n t a r  l a s  d o s i s  de  G C  i n y e c t a d o ,  
y  e s t a  v a r i a c i 6 n  e s  p a r a l e l a  a1 e f e c t o  p r o d u c i d o  s o b r e  l a s  
" 
0 0,04 0,2 1 5 
Dosis de fosfato dc Dex(mg/kgl 
F i g u r a  VI-5 : R e s p u e s t a  de  l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m 6 t i c a s  y de 
l a  un i6n  de  (3H)-DEX a d i f e r e n t e s  d o s i s  d n i c a s  de  f o s f a t o  de  
D E X .  
A r a t a s  ADX se l e s  suministraron l a s  dosis  indicadas de fosfa to  de 
DEX s.c.. Luego de 6 h se  sacr i f i ca ron  para determinar l a  act iv idad de 
ODC, a l a s  20 h l a  a c t i i i dad  de G P D H  y a l a s  4 h para l a  unidn c i tos6-  
l i c a  de (3H)-DEX. Se representan l a s  medias + ES de 10s porcentajes res-  
pecto de 10s controles  (dosis= o mg/kg) que recibieron solamente e l  ve- 
hiculo. En l a s  barras se  indica e l  n h e r o  de casos estudiados.  
* : p<0,05 vs. control .  
* * : p <0,01 vs . control . 
a c t i v i d a d e s  e n z i m h t i c a s .  M i e n t r a s  que una  d o s i s  d e  0,04 
mg/kg  p e s o  no p r o d u c e  e f e c t o  s i g n i f i c a t i v o ,  una  d o s i s  de  
0,2 mg/kg  o  m a y o r  d i s m i n u y e  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  l a  u n i 6 n  
c i t o s e l i c a  i n d i c a n d o  que l a  hormona i n y e c t a d a  s e  u n i 6  a 
1 0 s  r e c e p t o r e s .  
ESPECI  FICIDAD DEL E F E C T O  SOBRE O D C  
En l a  t a b l a  V I - 1  se  . mue-s t ran  10s  d a t o s  s o b r e  e l  
e f e c t o  d e  d i f e r e n t e s  e s t e r o i d e s  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  de GPDH, 
Una v e z  e s t a b l e c i d a s  l a s  c o n d i c i o n e s  e n  l a s  c u a l e s  se  o b -  
s e r v a  u n  a u m e n t o  r e p r o d u c i b l e  d e  l a  a c t i v i d a d  d e  ODC, f u e  
p o s i b l e  d e t e r m i n a r  e l  e f e c t o  de  1 0 s  d i s t i n t o s  e s t e r o i d e s .  
Se i n y e c t a r o n  a  r a t a s  ADX c o n  e s t e r o i d e s  5 m g / k g  S.C .  6 h 
a n t e s  d e l  s a c r i f i c i o  ( t a b l a  V I - 3 ) .  De e s t a  m a n e r a  se  o b -  , 
s e r v 6  que t o d o s  1 0 s  c o r t i c o i d e s  ( D E X ,  CORT y ALDO) p r o d u -  
c f a n  e l  rnarcado aumen to  de l a  O D C ,  m i e n t r a s  q u e  1 0 s  e s t e -  
r o i d e s  s e x u a l  e s  y 1  a  p r o g e s t e r o n a  no m o d i f i c a r o n  s i g n i f i  - 
c a t i v a m e n t e  1 0 s  v a l o r e s  b a s a l e s .  S i  l a  d o s i s  i n y e c t a d a  
e r a  d i e z  menor  (0 ,5  m g / k g )  l a  D E X  y l a  CORT t o d a v i a  e r a n  
e f e c t i v a s  y a u m e n t a b a n  l a  ODC, m i e n t r a s  que l a  ALDO y a  no  
t e n i a  e f e c t o  s o b r e  s u  a c t i v i d a d .  
DISTRIBUCION DE LOS NIVELES BASALES Y ESTIMULADOS DE GPDH 
Y ODC 
Se d e t e r m i n a r o n  l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m h t i c a s  e n  t r e s  
T a b l a  V I - 3 :  E f e c t o  de e s t e r o i d e s  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  d e  
O D C  de l a  M E .  
A c t i v i d a d  de O D C  % d e l  
I n y e c c i d n  n  (pmo l /mg  p r o t - / h )  c o n t r o l  
VEHICULO 7  2 4  - + 2,5 
DEX ( 5 m g I k g )  
CORT (5mg/kg )  
ALDO ( 5 m g / k g )  
. 
" (0 ,5mg/kg)  
PROG (5mg/kg )  
TEST0 (5mg/ k g )  4 22 - + 6,9 92 
(5mg/kg )  4  2 8  - + 7,4 117 E 2  
Se d e t e r m i n d  l a  a c t i v i d a d  de O D C  e n  s o b r e n a d a n t e s  de ME 
de r a t a s  A D X  i n y e c t a d a s  6  h  a n t e s  c o n  v e h i c u l o  ( e t a n o l -  
s a l i n a  4 0  I ) ,  D E X ,  CORT, ALDO, p r o g e s t e r o n a  ( P R O G ) ,  t e s -  
t o s t e r o n a  (TESTO) y e s t r a d i o l  ( E 2 )  S . C .  e n  l a s  d o s i s  i n -  
d i c a d a s  ( n z n d m e r o  de c a s o s  e s t u d i a d o s ) .  
**: p < 0,01 v s .  c o n t r o l  ( v e h i c u l o ) .  
*: p <  0,05 v s .  c o n t r o l  ( " 
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A t  . 
d a s  c o n  G C .  Se t o m 6  e l  HC, .que e s  l a  zona  c o n  m a y o r  d e n s i -  
. . 
dad  de r e c e p t o r e s  de G C  d e l  c e r e b r o  [ 1 0 5 ] ,  e l  e n g r o s a m i e n -  
t o  c e r v i c a l  de  l a  ME, que e s  una  z o n a  r i c a  e n  r e c e p t o r e s  
de GC y que m u e s t r a  a1 t o s  n i v e l e s  d e  GC enddgenos  C134, 
1 5 7 , I I , I V ]  y l a  c o l a  de c a b a l l o  que  c o n t i e n e  menos r e c e p -  
t o r e s  [ 1 3 4 , I I ]  p e r 0  e s t h  
n e r v i o s a s .  E s t a  
'donde s e  e n c o n t  
v i v o "  d i f e r e n t e  
l a  a c t i v i d a d  d e  
r a r o n  moep 
s -de 
GPDH s e  u  
c o n s t i  
n a  s e  
t o r e s  
, ^  I 
1  tit[ 
t i l ' i z ~  
t u f d a  
aseme j 
- " 
d e  G C  
1 5 7 , I I  
e l  t r  
p o r  p r o  
a  a1 n e  
c o n  p r o  
,651. P 
a t a m i e n  
T o n g a c i o n e s  
r v i o  o ' p t i c o  
p i e d a d e s  "i 
a r a  a u m e n t a  
t o  c r o ' n i c o  
DEX m i e n t r a s  que p a r a  O D C  s e  u t i l i z e  una d o s i s  i i n i c a  d e  
_ 1 - ,- .- 
. $. 
e s t e r  f o s f e r i c o .  En l a  f i g u r a  V I - 6  s e  o b s e r v a  que 1 0 s  v a l o -  .,:,' , I -rl _ 
r e s  b a s a l e s  mhs e l e v a d o s  de GPDH s e  e n c o n t r a r o n  e n  e l  e n -  
g r o s a m i e n t o  c e r v i c a l ,  s i e n d o  1 0 s  d e  l a  c o l a  d e  c a b a l l o  me- 
n o r e s  y 1 0 s  d e l  HC a i i n  ma's b a j o s .  L a  D E X  a u m e n t d  s i g n i f i -  
c a t i v a m e n t e  l a  a c t i v i d a d  e n  e l  HC y e l  e n g r o s a m i e n t o  c e r -  
v i c a l  p e r 0  no e n  l a  c o l a  de c a b a l l o - .  L o s  n i v e l e s  b a s a l e s  
de O D C  f u e r o n  s i r n i l a r e s  e n  l a s  t r e s  z o n a s  e s t u d i a d a s ,  y e n  
t o d a s  e l l a s  ~ l ' t r a t a m i e n t o  c o n  G C  e l e v e  m a r c a d a m e n t e  s u  a c -  
t i v i d a d ,  s i e n d o  l a  e s t i m u l a c i d n  m e n o r  e n  e l  HC que e n  l a s  
o t r a s  dos  z o n a s .  
F i q u r a  V I - 6  : D i s t r i b u c i 6 n  e n  z o n a s  d e l  SN d e  l a s  a c t i v i d a d e s  
e n z i m d t i c a s .  
Se determind l a  a c t i v i d a d  de ODC en H C ,  engrosamiento c e r v i c a l  (Ec )  
y c o l a  de c a b a l l o  ( C C )  de r a t a s  ADX (I) y ADX i nyec tadas  con 5 mg/kg pe- 
so de f os fa to  de DEX S.C. 6 h antes de l  s a c r i f i c i o  (a, n=4). La GPDH f u e  
determinada en l a s  mismas zonas de r a t a s  ADX (I) y ADX t r a t a d a s  con 10 pg/ 
m l  de DEX en s a l i n a  de bebida duran te  5 d i a s  (a, n=5): 
: p < 0 , 0 5  v s .  ADX de l a  misma zona. , 
+ *  : p e O , O 1  vs. ADX de l a  misma zona. 
DISCUSION 
E n  e s t e  e s t u d i o  s e  d e m u e s t r a  que 1 0 s  G C  aumen tan  
l a  G P D H  de  ME en t r a t a m i e n t o s  p r o l o n g a d o s .  El e f e c t o  e s  
e s p e c i f i c o  de G C ,  ya que l a  A L D O  s u m i n i s t r a d a  en  d o s i s  
en  l a s  c u a l e s  r e g u l a  e l  a p e t i t o  s a l i n o  no p r o d u c e  v a r i a -  
, ' 
c i 6 n .  Tampoco s o n  e f e c t i v o s  l a  t e s t o s t e r o n a  y e l  e s t r a -  
d i o l .  La p r o g e s t e r o n a  p r o d u c e  e l  e f e c t o  c o n t r a r i o  y r e d u -  
c e  l a  a c t i v i d a d  de G P D H .  Ten i endo  en  c u e n t a  l a s  p r o p i e d a -  
d e s  an t i -GC de  l a  p r o g e s t e r o n a  11231 s e  p o d r i a  i n f e r i r  
que l a  i n h i b i c i 6 n  s e a  p r o d u c i d a  po r  b l o q u e o  d e l  r e c e p t o r  
d e  G C .  S i n  embargo e l  e f e c t o  de l a  p r o g e s t e r o n a  s e  o b s e r -  
va en a n i m a l e s  A D X ,  e n  1 0 s  c u a l e s  e l  r e c e p t o r  de  G C  no 
e s  ocupado  por  s u s  a g o n i s t a s  y po r  l o  t a n t o  no p o d r f a  e s -  
p e r a r s e  que s e  m a n i f i e s t e  l a  a c t i v i d a d  a n t i - G C  de  l a  p r o -  
g e s t e r o n a .  Es p r o b a b l e  que l a  a c c i 6 n  de  l a  p r o g e s t e r o n a  
s e  p r o d u z c a  po r  i n t e r a c c i t i n  con u n  s i t i o  d i f e r e n t e  o  mo- 
d i f i c a n d o  l a s  p o b l a c i o n e s  c e l  u l a r e s ,  e s p e c i a l m e n t e  a q u e -  
1 1 0 s  t i p o s  donde s e  e x p r e s a  l a  a c t i v i d a d  d e  G P D H .  
Los camb ios  p r o d u c i d o s  por  1 0 s  G C  e n  l a  GPDH s o n  d e l  
20-50% d e  1 0 s  v a l o r e s  b a s a l e s ,  de a c u e r d o  con e l  e f e c t o  e n -  
c o n t r a d o  en  o t r a s  r e g i o n e s  d e l  SN [ 6 5 , 1 8 9 ] .  La A D X  no t u v o  
e f e c t o  s o b r e  l a  a c t i v i d a d  d e  1 0 s  a n i m a l e s  i n t a c t o s  en  r e p o -  
s o ,  l o  c u a l  s u g i e r e  que l a  regu3ac i6r -1  de l a  G P D H  s e  r e a l i -  
za en p r e s e n t i a  d e  a m p l i a s  v a r i a c i o n e s  d e  1 0 s  G C  c i r c u l a n -  
t e s ,  como e n  t r a t a m i e n t o s  f a r m a c o l 6 g i c o s  y e l  e s t r g s .  
L a  O D C  f l u c t u d  m a r c a d a m e n t e  l u e g o  d e  d i f e r e n t e s  t r a -  
t a m i e n t o s  h o r m o n a l e s .  E s t e  hecho e s t d  de a c u e r d o  c o n  l a  
I p r o p i e d a d  de e s t a  e n z i m a ,  que e s  l a  d e  m a y o r  F n d i c e  d e  r e -  
c a m b i o  y menor  t i e m p o  d e  v i d a  m e d i a  c o n o c i d a  e n t r e  l a s  e n -  
1 z i m a s  d e  m a m i f e r o s  [ 2 0 5 ] .  L o s  GC p r o d u c e n  u n  aumento  d e  4 




l u e g o  d e  20 h  de s u m i n i s t r a d o s  s u  a c t i v i d a d  s e  h a l l a  r e d u -  
:--* < 1 ..,: . - - a *  c i d a .  E s t e  e f e c t o  b i f l s i c o  e s  e x p l l c a d o  p o r  l a  r z p i d a  d e -  
1 g r a d a c i 6 n  a  l a  que e s  s o m e t i d a  l u e g o  que  e l  e f e c t o  s o b r e  
s u  s f n t e s i s  ha cesado ,  y - e s  p o s i b l e  que l a  b a j a  a c t i v i d a d  1 ;  e n c o n t r a d a  e n  e l  t e j i d o  d e  a n i m a l e s  i n t a c t o s  pueda  s e r  d e -  
I b i d a  a  l a s  f l u c t u a c i o n e s  d i a r i a s  de 1 0 s  G C  c i r c u l a n t e s  [ 1 5 2 ] ,  
I e n c o n t r h n d o s e  d i s m i n u f d a  v a r i a s  h o r a s  d e s p u g s  d e l  p i c 0  de 
mdxima c o n c e n t r a e i 6 n  s g r i c a .  L a  p e r s i s t e n c i a  d e l  e f e c t o  s o -  
\ b r e  l a  G P D H  l u e g o  de 2 d f a s  de l a  i n y e c c i 6 n  d e  G C  o  a1 i n -  
I t e r r u m p i r  p o r  1 d i a  e l  t r a t a m i e n t o  c r d n i c o  r e v e l a  u n  m a y o r  
I t i e m p o  d e  v i d a  m e d i a  de e s t a  e n z i m a .  E l  aumento  de O D C  f u e  e s p e c i f i c o  p a r a  c o r t i c o i d e s ,  y a  
I que m i e n t r a s  a l t a s  d o s i s  de  DEX, CORT y ALDO e r a n  e f e c t i v a s ,  
I l a  p r o g e s t e r o n a ,  e l  e s t r a d i o l  y l a  t e s t o s t e r o n a  no t e n f a n  e -  
f e c t o .  A1 s u m i n i s t r a r - d o s i s  menores  s e  e v i d e n c i d  l a  e s p e c i -  
I - f i c i d a d  p a r a  10s  G C ,  y a  que DEX y CORT m a n t u v i e r o n  s u  e f e c t o  
I y el. de  ALDO y a  no e r a  o b s e r v a b l e .  L a  ALDO e n  a l t a s  c o n c e n -  
t r a c i o n e s  e s  c a p a z  de u n i r s e  a  1 0 s  r e c e p t o r e s  d e  t i p o  11, 
I 
que t i e n e n  b a j a  a f i n i d a d  p o r  e s t e  l i g a n d o  y  mayor  a f i n i d a d  
p o r  1 0 s  G C  [ V ] ,  y  d e  e s t a  manera  t e n e r  e f e c t o  d e  G C .  A ba-  
j a s  c o n c e n t r a c i o n e s  A L D O  s o l o  puede u n i r s e  a1 s i t i o  d e  M C  
4 
( d e  t i p 0  I )  y  po r  l o  t a n t o  no posee  a c t i v i d a d  d e  G C .  
Los e s t u d i o s  e f e c t u a d o s  con una Gnica  d o s i s  de  G C  e -  
v i d e n c i a n  l a  c o r r e l a c i 6 n  e x i s t e n t e  e n t r e  l a  o c u p a c i 6 n  de  - 
1 0 s  s i t i o s  r e c e p t o r e s  de  GC. y  l a  r e s p u e s t a .  El p r i m e r  cam- 
b i o  d e t e c t a d o  en 1 0 s  t r e s  p a r h m e t r o s  d e t e r m i n a d o s  ( u n i 6 n  
c i t o s 6 l i c a ,  a c t i v i d a d  de  G P D H  y O D C )  f u e  l a  d i s m i n u c i d n  d e  
1 0 s  r e c e p t o r e s .  E s t a  c a f d a . d e  l a  u n i d n  debe  i n t e r p + e t a r s e  
como o c u p a c i 6 n  de  r e c e p t o r e s  p o r . l a  hormona i n y e c t a d a ,  ya  
que l a  d e t e r m i n a c i 6 n  s e  r e a l i z d  en  c o n d i c i o n e s  que  no f a -  
v o r e c e n  e l  i n t e r c a m b i o ,  o p o r  d e p l e c i 6 n  de  l a  u n i d n  c i t o - -  
s 6 l  i c a  p o r  t r a n s l o c a c i 6 n  a1 n i i c l e o .  La o c u p a c ~ 6 n / d e p l e c i 6 n  
de  1 0 s  r e c e p t o r e s  p r e c e d e  en p o r  l o  menos 2 h a 1  a u m e n t o .  
de  l a  O D C  y  en 5 h o  m6s a1 d e  l a  G P D H ,  l o  que  i m p l i c a r i a  
que e l  p r i m e r  paso  de  1 0 s  e f e c t o s  o b s e r v a d o s  e s  l a  u n i 6 n  
d e l  e s t e r o i d e  a1 r e c e p t o r .  Las  c u r v a s  d o s i s - r e s p u e s t a  a v a -  
l a n  e s t a  o b s e r v a c i d n  ya que l a  minima d o s i s  e f e c t i v a  p a r a  
aumen ta r  l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m i i t i c a s  e s  t ambign  e f e c t i v a  
p a r a  d e t e c t a r  1  a  o c u p a c i 6 n l d e p l  e c i 6 n  de  1 0 s  r e c e p t o r e s .  Es- 
t o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a n  que 1 0 s  G C  s e r i a n  c a p a c e s  de  i n d u c i r  
l a  G P D H  y  l a  O D C  en l a  M E ,  como o c u r r e  en o t r a s  r e g i o n e s  d e l  
S N .  [ 6 5 , 6 6 , 1 8 6 , 1 8 7 ] .  . E n  e f e c t o ;  McGinnis  y de  V e l l  i s  compro-  
baron que e l  aumento de  G P D H  e n  c 6 l u l a s  n e r v i o s a s  e r a  d e b i -  
do a  l a  a c u m u l a c i d n  de ARN m e n s a j e r o  y aumento de  l a  s f n t e -  
s i s  de l a  enz ima [192 ,206 ] .  Kuniar y c o l .  d e t e r m i n a r o n  u n  a u -  
mento  de  ARN p o l i A  + e s p e c f f i c o  p a r a  GPDH en  c u l t i v o s  de  c 6 -  
l u l a s  g l i a l e s  [ 2 0 7 ] .  E l  aumento de  O D C  p o r  G C  e n  e l  SN y 
o t r o s  t e j i d o s  ha s i d o  a t r i b u r d a  a  una mayor  c o n c e n t r a c i d n  
de enz ima y  no a  camb ios  p o s t - t r a d u c c i o n a l e s  [66,198,199, 
d e  l a  i n d u c c i d n  de  e s t a s  enz imas  e n  l a  ME r e q u i e r e  l a  d e t e r -  
., - 
m i n a c i d n  de  Ta p r o t e f n a  e s p e c f f i c a ,  p a r a  l a  GPDH se  ha de-  ' 
? - 
- .  7.~.>q:.L+ F: - -. . . - - r . - -  . 
m o s t r a d o  p o r  r 6 t o d o s  i n m u n o q u f n i ~ s -  que 1 a' a c t i v i d a d  e n z i -  
205,208,2091. Debe m e n c i o n a r s e  que l a  c o m p l e t a  d e m o s t r a c i o ' n  
, . 
m d t i c a  es  r e p r e s e n t a t i v a  de 1; c o n c e n t r a c i d n  de enz ima y a  
. , 
que l a  GPDH en  sus  e s t a d o s  basaT' e  i n d u c i d a  no  e r a  d i f e r e n -  
c i a b l e  [ 2 1 0 ] .  . 
Los  d i f e r e n t e s  t i e m p o s  de  i n d u c c i d n  de l a s  enz imas  
de l a  ME s u g i e r e n  mecanisrnos de  acci'o'n d i f e r e n t e s .  A1 i g u a l  
que en  l a  e s t i m u l a c i d n  p o r  GC de l a  f o s f o d i e s t e r a s a  a l c a l i -  
na I de c 6 l u l a s  de hepatoma, l a  GPDH de  l a  ME t i e n e  un  pe-  
r f o d o  l a t e n t e  de c i e r t a  c o n s i d e r a c i d n  [ 2 1 1 ] ,  l o  c u a l  puede 
h a c e r  p e n s a r  que e x i s t e  un i n t e r m e d i a r i o  1 9 1 .  La i n d u c c i d n  
de O D C  en  l a  ME se asemeja  a  l a  de  t i r o s i n a - a m i n o - t r a n s f e -  
r a s a  de c e l u l a s  de hepatoma,  que es u n  e f e c t o  t r a n s c r i p c i o -  
n a l  d i r e c t o ,  y a  que ambas aumentan en  u n  p e r i o d 0  c o r t o  de 
La h e t e r o g e n e i d a d  e n  l a s  r e s p u e s t a s  de l a s  a c t i v i d a -  
de.s e n z i m a ' t i c a s  a1 t r a t a m i e n t o  con  GC e n  d i s t i n t a s  zonas 
d e l  SN, como a s ;  t amb ign  l a s  d i f e r e n c i a s  e n t r e  1 0 s  n i v e -  
l e s  b a s a l e s  de  G P D H ,  s u g i e r e  l a  e x i s t e n c i a  de p o b l a c i o n e s '  
c e l u l a r e s  d i f e r e n t e s  que r e s p o n d e n  a  1 0 s  G C  con c a r a c t e -  
r i s t i c a s  p r o p i a s .  La G P D H  s e  l o c a l i z a  s e l e c t i v a m e n t e  en  
1 0 s  01 i g o d e n d r o c i t o s  [195], c e l u l a s  g l  i a l e s  que fo rman  l a  
v a i n a  a e  m i e l i n a  en e l  SNC, m i e n t r a s  que  l a  O D C  puede s e r  
e s t i m u l a d a  t a n t o  en  c 6 l u l a s  g l i a l e s  como n e u r o n a l e s  [ 2 1 2 ] .  
De e s t o s  r e s u l t a d o s  s e  d e s p r e n d e  que e n  l a  ME s e  e n c u e n - -  
t r a n  r e c e p t o r e s  p a r a  GC a m p l i a m e n t e  d i s t r i b u f d o s  en c e l u -  
l a s  g l i a l e s .  t o s  o l i g o d e n d r o c i t o s  s e r i a n  r e s p o n s a b l e s  d e  
l a s  v a r i a c i o n e s  de  G P D H  y 1 0 s  a s t r o c i t o s ,  que s o n  l a s  cg -  
l u l a s  g l i a l e s  mis  a b u n d a n t e s  e n  t o d o  e l  SNC, p o d r i a n  s e r  
1 0 s  r e s p o n s a b l e s ,  en p a r t e ,  de  l a  r e s p u e s t a  d e  l a  O D C .  El- 
aumento d e  O D C  por  G C  s e  p r o d u c e  en fo rma  g e n e n a l i z a d a  en  
t o d a s  l a s  z o n a s  d e l  SN, l o  cu'al e s t d  mds de  a c u d r d o  con l a  
r e l a t i v a  u n i f o r m i d a d  d e  1 0 s  a s t r o c i t o s  que con l a  e x t r e m a  
d i v e r s i d a d  de  l a s  n e u r o n a s  en  d i f e r e n t e s  r e g i o n e s  d e l  SNC. 
S i n  embargo tampoco pueden d e s c a r t a r s e  como e f e c t o r e s  i n -  
v o l u c r a d o s  en  e s  t o s  c a m b i o s ,  c i e r t a s  p o b l a c i o n e s  n e u r o n a -  
l e s  q u e ,  segGn e s t u d i o s  a u t o r r a d i o g r d f i c o s  [ 1 0 3 , 1 0 4 ] ,  r e -  
t i e n e n  G C .  Las c 6 l u l a s  g l i a l e s ,  y e n  e s p e c i a l  1 0 s  a s t r o c i -  
t o s ,  son  a c t u a l m e n t e  c o n s i d e r a d a s  como i m p o r t a n t e s  e f e c t o -  
r e s  de 1 0 s  G C  en e l  t e j i d o  n e r v i o s o . [ 2 1 3 - 2 1 6 1 .  Debido a  l a  
i m p o r t a n c i a  m e t a b d l i c a  de l a s  e n z i m a s  e s t u d i a d a s ,  1 0 s  G C  
t e n d r i a n  t a n t o  en l a  ME como e n  e l  r e s t o  d e l  SN una f u n c i 6 n  
r e g u l a d o r a  d e l  m e t a b o l i s m o .  E s t o s  e f e c t o s  s e  hacen  e v i d e n -  
t e s  en l a  p r o t e c c i 6 n  que p roducen  e s t a s  hormonas en l c s  c a -  
s o s  de t r a u r n a t i s m o s  d e l  S N - [ 4 4 ]  en 1 0 s  que  s e  d e s a r r o l l a  
una i n t e n s a  a c t i v i d a d  t r 6 f i c a  y p r o l i f e r a c i 6 n  d e  l a s  c 6 l u -  
l a s  g l i a l e s .  
E s t a s  e n z i m a s ,  y en e s p e c i a l ' l a  O D C  po r  l a  m a g n i t u d  
d e  su  r e s p u e s t a ,  pueden  s e r  u t i l i z a d a s  como m a r c a d o r a s  s e -  
l e c t i v a s  de  l a  a c t i v i d a d  d e  1 0 s  G C  en  l a  M E  y e l  SN en  g e -  
n e r a l ,  acompaiiadas con  l a  d e t e r m i n a c i d n  d e  o t r o s  pardme- 
t r o s  b i o q u i m i c o s  d e  i m p o r t a n c i a  b i o l 6 g i c a  ccmo l a  u n i d n  c i -  
t o s G l i t a ,  l a  u n i 6 n  d e  c o m p l e j o s  h o r m o n a - r e c e p t o r  a  ADN-ce- 
l u l o s a ,  e t c .  , que permi  t a n  e v a l u a r  d e  una manera  mds i n -  
t e g r a l  l a s  c o m p l e j a s  a c c c i o n e s  d 2  1 0 s  G C  en e l  SN,  
Apcndice V I - 1  : Listado de l a s  i n s t r u c c i o n e s  en " B A S I C "  del  
programa para e l  c61cu lo  de l a  a c t i v i d a d  de G P D H  de l a  f i a u -  
ra  V I - I .  A l a  derecha de cada i n s t r u c c i 6 n  f i g u r a  s u  numera- 
cio'n.  
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RESUMEN Y DISCUSION GENERAL 
L o s  c o r t i c o i d e s  e j e r c e n  d i v e r s o s  y c o m p l e j o s  e f e c -  
t o s  s o b r e  e l  SN, m o d i f i c a n d o  f u n c i o n e s  v a r i a d a s  y d i f e r e n -  
t e s ,  d e t e c t a b l e s  p o r  r n e d i o  d e  l a  b i o q u i m i c a ,  l a  e l e c t r o f i -  
s i o l o g i a ,  l a  h i s t o l o g f a  y e n  e s t u d i o s  d e  c o m p o r t a r n i e n t o  
[ 4 4 , 5 4 - 7 6 1 .  E s t o s  p o d r i a n  e s t a r  m e d i a d o s  p o r  r e c e p t o r e s ,  
p a r a  1 0 s  c u a l e s  s e  h a n  e n c o n t r a d o  p o b l a c i o n e s  h e t e r o g g n e a s  
e n  e l  c e r e b r o  [ 7 7 - 8 5 1 ,  y t e n e r  m e c a n i s r n o s  d e  a c c i d n  que  i n -  
v o l u c r e n  o  n o  a  l a  r e g u l a c i 6 n  d e  l a  e x p r e s i 6 n  g e n g t i c a  [9, 
3 3 - 3 9 , 4 1 , 4 4 , 4 5 , 1 3 2 , 1 3 3 ] .  . 
La  ME, que  r e p v e s e n t a  u n a  g r a n  p a r t e  d e l  SNC, p e r 0  
a 1  n o  p o s e e r  l a  e x t r e m a  d i f e r e n c i a c i d n  f u n c i o n a l  , e s t r u q -  
t u r a l  y b i o q u i m i c a  d e 1  c e r e b r o ,  no ha s i d o  c o n s i d e r a d a  c o -  
mo u n  m o d e l o  p a r a  e l  e s t u d i o  d e  l a  a c c i 6 n  d e  1 0 s  c o r t i c o i -  
d e s  e n  e l  SN, p e s e  a  l a  f a c i l i d a d  y s i m p l i f i c a c i d n  q u e  p u e -  
de b r i n d a r  t o r n a r l a  como mode10 e f e c t o r .  
En e l  p r e s e n t e  t r a b a j o  s e  h a n  d e t e r m i n a d o  y c a r a c t e -  
r i z a d o  1 0 s  p r i n c i p a l e s  p r o c e s o s  m o l e c u l a r e s  i n v o l u c r a d o s  e n  
e l  m e c a n i s m o  de  a c c i 6 n  d e  1 0 s  c o r t i c o i d e s  e n  l a  ME, h a b i g n -  
d o s e  o b t e n i d o  1 0 s  s i g u i e n t e s  r e s u i t a d o s :  
1) Se d e t e r m i n a r o n  s i t i o s  d e  u n i d n  c i t o s d l i c o s  d e  G C ,  
h a b i e n d o s e  e n c o n t r a d o  u n a  a l t a  a f i n i d a d  p a r a  1 0 s  c o r t i c o i -  
d e s  n a t u r a l e s  y s i n t e t i c o s ,  s i e n d o  de  e s t o s  l a  D E X  y l a  TA 
1 0 s  que m o s t r a r o n  l a  mayor  a f i n i d a d ,  o t r o s  e s t e r o i d e s  corn0 
l a  A L D O  y l a  p r o g e s t e r o n a  t u v i e r o n  a f i n i d a d e s  mucho meno- 
r e s ,  m i e n t r a s  que l a  a f i n i d a d  p a r a  a n d r 6 g e n o s  y  e s t r d g e n o s  
no f u e  d e t e c t a b l e .  ~ s t o s  s i t i o s  de u n i 6 n  t u v i e r o n  o t r a s  
p r o p i e d a d e s  comunes a1  r e c e p t o r  de  G C  n a t i v o  d e  1 0 s  t e j i -  
d o s  e f e c t o r e s  c l i s i c o s  como l a  t e r m o l a b i l  i d a d ,  l a  p r o t e c c i 6 n  
y e s t a b i l  i d a d  b r i n d a d a  p o r  l a  p r e s e n c i a  d e  mol i b d a t o  e n  e l  
medio  de  i n c u b a c i 6 n  [ 1 2 5 , 1 2 9 ]  , e l  e f e c t o  p r o t e c t o r  d e l  2 -mer -  
c a p t o e t a n o l  que m a n t i e n e  r e d u c i d o s  1 0 s  g r u p o s  s u l  f h i d r i l o s ,  
l a  i n h i b i c i 6 n  de  b l o q u e a n t e s  d e  1 0 s  mismos [ 8 0 , 1 2 8 ]  y  e l  
c o e f i c i e n t e  de  s e d i m e n t a c i 6 n  en  g r a d i e n t e s  d e  g l i c e r o l  que 
e s  d e  9-10 S [ 1 1 , 1 2 , 8 4 ] .  
Los s i t i o s  e s t a b a n  a m p l i a m e n t e  d i s t r i b u i d o s  en  t o d a  
l a  M E ,  predominando  l i g e r a m e n t e  en 1 0 s  e n g r o s a m i e n t o s  c e r -  
v i c a l  y l u m b a r ,  en 1 0 s  que p redomina  l a  s u s t a n c i a  g r i s .  
La c o n c e n t r a c i 6 n  d e  e s t o s  s i t i o s  f u e  mds d e  l a  m i  t a d  de  l a  
h a l l a d a  en e l  H C ,  que t i e n e  l a  mdxima c o n c e n t r a c i 6 n  en  e l  
SN [ 1 0 5 ] .  L a  o n t o g e n i a  r e v e l 6  u n  i n c r e m e n t 0  de  l a  u n i 6 n  e n  
l a s  d o s  p r i m e r a s  s emanas  de v i d a ,  s i m i l a r  a 1  d e s a r r o l l o  
en o t r a s  r e g i o n e s  d e l  SNC 1941 y  a1  de  m a r c a d o r e s  d e  c 6 l u -  
l a s  g l i a l e s  [ 1 8 9 ] .  
2 )  Se comprob6 l a  t r a n s f o r m a c i 6 n  d e l  c o m p l e j o  hormo- 
n a - r e c e p t o r ,  p o s t e r i o r  a  l a  u n i 6 n ,  a  u n  e s t a d o  con mayor 
d e n s i d a d  de c a r g a s  p o s i t i v a s  en  su s u p e r f i c i e  que p e r m i t e  
s u  u n i 6 n  a 1  ADN y o t r o s  p o l i a n i o n e s .  L a s  c o n d i c i o n e s  d p t i -  
mas d e  t r a n s f o r m a c i d n  f u e r o n :  i n c u b a c i 6 n  a - 2 0  " C  d u r a n t e  
3 0  m i n  de  1 0 s  c o r n p l e j o s  e n  a u s e n c i a  de  m o l i b d a t o ,  c o n o c i d o  
i n h i b i d o r  3 e  l a  t r a n s f o r m a c i e n  [ 2 8 ] .  En 1 a s  i n c u b a c i o n e s  
r e a l i z a d a s  en a u s e n c i a  d e  m o l i b d a t o  se  d e t e c t a r o n  d o s  com- 
p o n e n t e s  p o r  c r o r n a t o g r a f i a  e n  c o l u m n a  d e  D E A E - c e l u l o s a ,  
e l  p i c o  d e  1 0 s  c o m p l e j o s  t r a n s f o r m a d o s  e r a  e l u i d o  a  me-  
n o r  c o n c e n t r a c i 6 n  s a l i n a  q u e  e l  d e  1 0 s  c o m p l e j o s  n o  t r a n s -  
f o r rnados  [ 1 4 3 , 1 4 4 ]  que  e r a n  l a  C n i c a  e s p e c i e  i d e n t i f i c a b l e  
e n  p r e s e n c i a  de  r n o l i b d a t o .  L o s  c o m p l e j o s  t r a n s f o r m a d o s  s e  
e s t u d i a r o n  t a m b i 6 n  p o r  s u  u n i 6 n  e s p e c i f i c a  a  l a  f r a c c i 6 n  
n u c l e a r  " i n  v i t r o "  y a  m i n i c o l u m n a s  de A D N - c e l u l o s a .  L a  
p r e s e n c i a  de  1 0 s  d i f e r e n t e s  c o r n p l e j o s  se  d e t e c t 6  t a n t o  e n  
c i t o s o l e s  d e  l a  NE corno e n  1 0 s  de  H C - M e d i a n t e  l a  u t i l i z a c i d n  
de  u n  s i s t e r n a  d e  m i n i c o l u m n a s  c o r n b i n a d a s  se  d e t e r m i n a r o n  
o t r a s  e s p e c i e s  m o l e c u l a r e s  q u e  n o  s e  r e t i e n e n  e n  ADN o  
D E A E - c e l u l o s a  p e r o  s i  e n  HAP y que s o n  i d e n t i f i c a b l e s  c o n  
1 0 s  m e r o - r e c e p t o r e s  [ 1 1 , 1 2 ] .  La  t r a n s f o r r n a c i d n  e s  u n  p r o -  
c e s o  f u n d a m e n t a l  e n  e l  mecan i s rno  de  a c c i d n  d e  1 0 s  G C  y o -  
c u r r e  t a n t o o i n  v i v o "  zomo " i n  v i t r o "  [ 1 2 ] .  
3 )  Se a n a l  i z a r o n  1 0 s  n i v e l e s  " i n  v i v o "  d e  G C  e n  l a  
M E .  L a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de  h o r m o n a  e n d 6 g e n a  f u e r o n  cornpa- 
t i b l e s  c o n  l a  o c u p a c i 6 n  d e  1 0 s  r e c e p t o r e s ,  s i e n d o  s u s c e p -  
t i b l e s a l  a u m e n t o  s i s t 6 m i c o  p r o d u c i d o  e n  c a s o s  d e  e s t r g s ,  
y  a l a  d i s r n i n u c i 6 n  p o r  A D X .  Los n i v e l e s  e n c o n t r a d o s  f u e r o n  
i n f e r i o r e s  ii 1 0 s  d e l  n i p o t i l a m o  y s i r n i l a r e s  o  aGn mayores  
a  o t r a s  r e g i o n e s  de1 c e r e b r o .  Pa r  R I A  s e  pudo e v i d e n c i a r  
r e t e n c i 6 n  n u c l e a r  de  C O R T  i n y e c t a d a .  E s t a  c a p t a c i d n  f u e  i n -  
h i b i d a  p o r  p r e t r a t a m i e n t o  con D E X .  A 1  i n y e c t a r  d o s i s  t r a z a -  
d o r a s  d e l  G C  marcado  s e  h a l l 6  una i n c o r p o r a c i d n  en e l  ho- 
mogenato  que p a r e c i a  c o r r e l a c i o n a r s e  con e l  nGmero de  r e c e p -  
t o r e s ,  s i n  embargo en  l a  ME l a  i n c o r p o r a c i d n  n u c l e a r  f u e  
e s c a s a ,  s i e n d o  en e l  H C  v a r i a s  v e c e s  s u p e r i o r .  E s t a  c a p -  
t a c i 6 n  " i n  v i v o "  f u e  s i m i l a r  a  l a  e n c o n t r a d a  en e l  n e r v i o  
d p t i c o  donde  1 0 s  r e c e p t o r e s  s e  l o c a l i z a n  en c e l u l a s  g l i a l e s  
[65], m i e n t r a s  que en  e l  H C  e x i s t e n  ademds s i t i o s  de  un i6n  
en l a s  n e u r o n a s  [ 8 9 ] .  
3 4 )  Los e s t u d i o s  de  u n i d n  de ( H ) - A L D O  en  l a  ME e v i -  
d e n c i a r o n  l a  h e t e r o g e n e i d a d  d e  l a  p o b l a c i d n  de  r e c e p t o r e s  
de  c o r t i c o i d e s .  E n  1 0 s  g r d f i c o s  de  S c a t c h a r d  s e  o b s e r v a r o n  
c u r v a s  c o i n c i d e n t e s  con l a  p r e s e n c i a  de  s i t i o s  de  a l t a  y  
de b a j a  a f i n i d a d  po r  e l  i i g a n d o . E l  cornponente  de  b a j a  a f i -  
n i d a d ,  o  r e c e p t o r e s  de  t i p o  11, s e  i d e n t i f i c 6  como e l  r e c e p -  
t o r  de  G C  p r e v i a m e n t e  e s t u d i a d o ,  por  su a f i n i d a d ,  e l  ndmero 
de s i t i o s  y por  no s e r  d e t e c t a b l e  en p r e s e n c i a  de u n  com- 
p e t i d o r  G C  puro  ( R U  2 8 3 6 2 ) .  E n  p r e s e n c i a  de  R U  2 8 3 6 2  s e  ob-  
t u v i e r o n  g r i f i c o s  d e ' s c a t c h a r d  l i n e a l e s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  
l a  p r e s e n c i a  de  1 0 s  s i t i o s  de a l t a  a f i n i d a d  o  de  t i p o  J 
L a  p r e s e n c i a  de  ambos t i p o s  de  s i t i o s  t a m b i g n  quedo' e v i d e n -  
3  
c i a d a  e n  e s t u d i o s  d e  c o m p e t e n c i a  d e  l a  u n i 6 n  d e  ( H)-ALDO 
u t i l i z a n d o  c o n c e n t r a c i o n e s  v a r i a b l e s  d e  a n t i - G C  y a n t i - M C  
f r e n t e  a  d o s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  l i g a n d o  m a r c a d o ,  q u e  p e r -  
m i t i a n  s u  u n i 6 n  a  1 0 s  s i t i o s  d e  t i p 0  I s o l a m e n t e  o  a  ambos  
e n  p r o p o r c i 6 n  s i m i l a r .  L a s  c o n d i c i o n e s  e s c o g i d a s  p a r a  d e t e r -  
m i n a r  s e l e c t i v a m e n t e  1 0 s  r e c e p t o r e s  d e  t i p o  I f u e r o n :  i n -  
3 
c u b a c i 6 n  a  0  "C d u r a n t e  2 0  h c o n  ( H ) - A L D O  5 . n M  y R U  2 8 3 6 2  
5 0  nM. L a  d i s t r i b u c i o ' n  de  e s t o s  s i t i o s  f u e  s i m i l a r  a  l a  
p r e v i a m e n t e  h a l l a d a  p a r a  1 0 s  d e l  t i p o  11, p r e d o m i n a n d o  e n  
1 0 s  e n g r o s a m i e n t o s  c e r v i c a l  y l u m b a r ,  s i e n d o  m e n o r  e n  l a  c o -  
l a  d e  c a b a l l o  y " f i l u m  t e r m i n a l e " .  En e l  s i s t e m a  de m i n i -  
c o l u m n a s  c o m b i n a d a s  s e  d e t e r m i n 6  l a  t r a n s f o r m a c i 6 n  d e  e s -  
t o s  r e c e p t o r e s  y l a  a p a r i c i o ' n  d e  e s p e c i e s  s i m i l a r e s  a  m e r o -  
r e c e p t o r e s .  L a s  p r o p i e d a d e s  d e  e s t o s  s i t i o s  s o n  s i m i l a r e s  
a l a s  d e l  r e c e p t o r  d e  M C  d e  o t r o s  t e j i d o s  [ 7 9 , 8 2 - 8 5 , 1 6 7 -  
170 ,177 ,1781 .  E s t o s  s i t i o s  s e r i a n  d e  i m p o r t a n c i a  b i o 1 6 g i -  
c a  y p o d r i a n  s e r  r e s ' p o n s a b l e s  de  e f e c t o s  s o b r e  e l  b a l a n c e  
d e  e l e c t r o l i t o s ,  e l  edema,  y l a  a c t i v i d a d  e l g c t r i c a  d e  n e u -  
r o n a s  d e s c r i p t o s  e n  e l  c e r e b r o  [ 1 0 5 , 1 6 9 , 1 8 0 , 1 8 2 ] ,  p e r o  aGn 
p o c o  e s t u d i a d o s  e n  l a  ME. 
5 )  Se c o m p r o b 6  l a  i n d u c i b i l i d a d  d e  l a  G P D H  y l a  O D C  
e n  l a  ME, d e  a c u e r d o  a  l o  h a l l a d o  e n  o t r a s  z o n a s  d e l  S N  
[ 6 5 , 6 6 ] .  t a  G P D H  a u m e n t a  u n  2 0 - 4 0  % l u e g o  de  t r a t a m i e n t o s  
c r d n i c o s  o  2 0  h d e s p u g s  d e  u n a  i i n i c a  d o s i s .  L a  ODC p r e s e n -  
t a  u n  e f e c t o  b i f g s i c o ,  a u m e n t a n d o  4 v e c e s  l u e g o  d e  6 h d e  
u n a  G n i c a  d o s i s  y d i s m i n u y e n d o  a  l a  m i t a d  l u e g o  d e  2 0  h .  
L o s  c a m b i o s  m i s  r d p i d o s  d e  l a  ODC p u e d e n  i n t e r p r e t a r s e  p o r  
u n  e f e c t o  t r a n s c r i p c i o n a l  d i r e c t 0  y p o r  e l  r d p i d o  r e c a m -  
b i o  d e  e s t a  e n z i m a  [ 2 0 5 ] ,  r n i e n t r a s  que  e l  d e  l a  GPDH p u e d e  
a t r i b u i r s e  a  u n  e f e c t o  i n d i r e c t 0  mds l e n t o  [ 9 ] .  E l  e f e c t o  
s o b r e  e s t a s  e n z i r n a s  e s t a r f a  m e d i a d o  p o r  e l  r e c e p t o r  d e  t i -  
p o  11, d e  G C ,  y a  q u e  l a  C O R T  y l a  DEX s o n  mucho mgs p o t e n -  
t e s  que  l a  ALDO p a r a  p r o d u c i r  e l  e f e c t o .  O t r o s  e s t e r o i d e s  
n o  p r o d u c e n  a u m e n t o .  L a  r e l a c i d n  c o n  l a  o c u p a c i 6 n  d e  1 0 s  
r e c e p t o r e s  q u e d a  e v i d e n c i a d a  t a r n b i e n  p o r  l a  d i s m i n u c i d n  
3 d e  l a  u n i d n  c i t o s d l i c a  d e  ( H)-DEX p o r  o c u p a c i d n  o  d e p l e -  
c i d n  d e  1 0 s  s i t i o s  r e c e p t o r e s .  E s t a  d i s m i n u c i d n  o c u r r e  a n -  
t e s  d e  o b s e r v a r s e  e l  e f e c t o  s o b r e  l a s  e n z i r n a s  y e s  o b s e r -  
v a b l e  c o n  l a s  m i s m a s  d o s i s  d e  G C  que  a u m e n t a n  l a s  e n z i m a s .  
Se d e t e r m i n d  l a  a c t i v i d a d  d e  l a s  e n z i m a s  e n  d i s t i n t a s  z o -  
n a s  d e l  SN d e  r a t a s  ADX y t r a t a d a s  c o n  G C  o b s e r v a n d o  q u e ,  
c o n  c i e r t a  v a r i a b i l i d a d ,  e l  e f e c t o  e s  g e n e r a l i z a d o  e n  e l  
SN,  y d e  a c u e r d o  a  l a  l o c a l i z a c i 6 . n  c e l u l a r  d e  l a s  e n z i m a s  
[ 1 9 5 , 2 1 2 ]  s e  d e d u c e  que  l a s  c 6 l u l a s  g l i a l e s  d e  l a  ME p o s e e n  
r e c e p t o r e s  de  G C  r e s p o n s a b l e s  d e  1 0 s  c a m b i o s  e n  l a  ODC y 
l a  G P D H .  
: *,
T o d o s  e s t o s  r e s u l t a d o s  l l e v a n  a l a  c o n c l u s i d n  que  e n  
l a  M E  de l a  r a t a  e x i s t e n  r e c e p t o r e s  d e  c o r t i c o i d e s ,  d i s t r i -  
b u i d o s  en po r  l o  menos d o s  p o b l a c i o n e s ,  una con  mayor a f i -  
n i d a d  p a r a  G C  y  o t r a  p a r a  1 0 s  M C .  Ambos t i p o s  d e  s i t i o s  
son  t r a n s f o r m a b l e s  a  una c o n f o r m a c i d n  con mayor a f i n i d a d  
po r  l a  ADN-ce lu losa .  Los n i v e l e s  end6genos  de  G C  son  compa- 
t i b l e s  con l a  o c u p a c i 6 n  d e  1 0 s  s i t i o s  y e x i s t e  c a p t a c i d n  
n u c l e a r  de l a  hormona,  s i e n d o  d i f e r e n t e  a  l a  d e l  H C .  Los 
r e c e p t o r e s  de  G C  e s t a r i a n  i n v o l u c r a d o s  en 1 0 s  aumen tos  
p r o d u c i d o s  en l a s  a c t i v i d a d e s  de  G P D H  y O D C  y s e  e n c u e n t r a n ,  
a1 menos en p a r t e ,  en  c g l u l a s  g l i a l e s .  
Se han d e s c r i p t o  en  l a  M E  muchas de l a s  c a r a c t e r i s -  
t i c a s  de l  mecanismo de a c c i 6 n  c l h s i c o  de  1 0 s  c o r t i c o i d e s ,  
por  l o  que p o d r i a  e x t r a p o l a r s e  l o  c o n o c i d o  en  1 0 s  t e j i d o s  
c l a ' s i c o s  a  l a  M E .  El receptor s e r i a  una mole ' cu la  o l i g o m e r i -  
ca  f o s f o r i l a d a  con g r u p o s  s u l f h i d r i l o s  f u n c i o n a l e s ,  l u e g o  
de u n i r  a1 e s t e r o i d e  en e l  c i t o p l a s m a  s u f r i r i a  u n  p r o c e s o  
de  t r a n s f o r m a c i 6 n  a  u n  e s t a d o  monom6rico con a f i n i d a d  p o r  
e l  A D N ,  p r o b a b l e m e n t e  con l a  p 6 r d i d a  de  a1gCin g r u p o  f o s -  
f a t o  y  u n  f a c t o r  ' e s t a b i l  i z a n t e .  Luego e l  c o m p l e j o  hormona- 
r e c e p t o r  m i g r a r i a  a1 nGcleo p a r a  i n t e r a c t u a r  con  l a  croma-  
t i n a ,  p r o d u c i e n d o  d i v e r s o s  cambios  en l a  e x p r e s i 6 n  g e n g t i -  
c a ,  que s e  t r a d u c e n  en u n  aumento de  A R N  m e n s a j e r o  p a r a  
l a  s i n t e s i s  de d e t e r m i n a d a s  p r o t e i n a s  [ 8 , 9 , 4 0 ] ,  como l a  
G P D H  y  l a  O D C .  
Los r e c e p t o r e s  de  c o r t i c o i d e s  e s t a r i a n  l o c a l i z a d o s  
e n  g r a n  p r o p o r c i 6 n  e n  c 6 l u l a s  g l i a l e s  por  d i v e r s o s  m o t i v o s .  
E n  p r i m e r  l u g a r  s e  1 0 s  e n c u e n t r a e n  t o d a s  l a s  r e g i o n e s  e s t u -  
d i a d a s ,  i n c l u i d a  l a  zona de l a  c o l a  de  c a b a l l o  que no p o s e e  
c u e r p o s  n e u r o n a l e s .  La d i s t r i b u c i 6 n  r e l a t i v a m e n t e  homoggnea 
e s  una c a r a c t e r i s t i c a  poco c o n s i s t e n t e  con l a  e x t r e m a  d i v e r -  
s i d a d  de  t i p o s  de n e u r o n a s  y  miis a c o r d e  con l a  p r o b a b l e  u n i -  
f o r m i d a d  de  l a s  c G l u l a s  g l i a l e s  como 1 0 s  a s r o c i t o s  [ 1 8 9 ] .  E n  
s e g u n d o  l u g a r ,  1 0 s  G C  i n d u c e n  e n z i m a s  f u n d a m e n t a l m e n t e  g l i a -  
l e s .  E n  t e r c e r  l u g a r ,  e l  d e s a r r o l l o  o n t o g e n g t i c o  de  l o s  s i -  
t i o s  de  u n i 6 n  de  G C ,  que aumenta  en l a s  d o s  p r i m e r a s  sema- 
n a s  d e  v i d a ,  e s  s i m i l a r  a1 d e s a r r o l l o  d e  c E l u l a s  g l i a l e s  
[ 1 8 9 ] .  E n  c u a r t o  l u g a r ,  l a  b a j a  i n c o r p o r a c i o ' n  n u c l e a r  " i n  v i -  
vo " en  r e l a c i d n  a l  n6mero de  s i t i o s  c i t o s o ' l i c o s  p a r e c e  s e r  
una c a r a c t e r i s t i c a  d e  l a  i n t e r a c c i d n  d e  1 0 s  c o r t i c o i d e s  con 
1 a s  c g l u l a s  gl  i a l e s  [ 6 5 ] .  La l o c a l  i z a c i 6 n  n e u r o n a l  t amb i6n  
. ha s i d o  h a l l a d a  en  l a  M E  po r  a u t o r r a d i o g r a f i a  [ 9 6 , 1 0 3 , 1 0 4 ]  
y e s  s u g e r i d a  po r  l a  u n i 6 n  c i t o s 6 l i c a  e n  r e g i o n e s  e n r i q u e -  
c i d a s  en s u s t a n c i a  g r i s  ( e n g r o s a m i e n t o s  c e r v i c a l  y l u m b a r )  
que f u e  l i g e r a m e n t e  s u p e r i o r  a  l a  de  l a s  dem5s z o n a s  [ I I ,  
V ] .  Los s i t i o s  n e u r o n a l e s  p a r e c e n  s e r  d e  mayor i m p o r t a n c i a  
e n  e l  H C  [89] que e n  l a  M E .  
Las o b s e r v a c i o n e s  de 1 0 s  mecan ismos  m o l e c u l a r e s d e  1 0 s  
c o r t i c o i d e s  r e a l  i z a d a s  permi t e n  e x t r a p o l  a r  muchos de 1 0 s  r e -  
s u l t a d o s  o b t e n i d o s  e n  o t r a s  r e g i o n e s  d e l  SN o  en  t e j . i d o s  
e f e c t o r e s  c l i i s i c o s  d e  e s t a s  hormonas  a  l a  M E .  S i n  embargo ,  
e s  i m p o r t a n t e  p o d e r  c o n f i r m a r  c a d a  una de  l a s  p o s i b l e s  con -  
c l u s i o n e s  que s e  puedan s a c a r  " a  p r i o r i "  de o b s e r v a c i o n e s  
p a r c i a l e s .  U n  e j e m p l o  d e l  pe l  i g r o  d e  g e n e r a l  i z a r  r e s u l  t a d o s  
l o  b r i n d a  l a  e v o l u c i d n  d e l  modelo  d e  a c c i 6 n  d e  l a s  hormo- 
n a s  e s t e r o i d e s .  El modelo  c l d s i c o  p o s t u l a  que 1 0 s  r e c e p t o -  
r e s  s e  e n c u e n t r a n  en e l  c i t o p l a s m a  y l u e g o  d e  u n i r s e  a  l a  
hormona son  t r a n s l o c a d o s  a1 n i i c l e o ,  l o  c u a l  p a r e c e  s e r  c i e r -  
t o  p a r a  1 0 s  c o r t i c o i d e s ,  c u y o s  r e c e p t o r e s  d e t e r m i n a d o s  p o r  
i n m u n o f l u o r e s c e n c i a ,  s e  l o c a l  i z a n  en  e l  c i t o p l a s m a  en  a u -  
s e n c i a  de  hormona y  en  e l  n i i c l eo  en  su p r e s e n c i a  [29,30]. 
E n  e l  c a s o  d e  1 0 s  e s t r 6 g e n o s  s e  e n c o n t i 6  que e s t e  modelo  no 
s e  cump le ,  ya  que r e c i e n t e m e n t e  s e  l o c a l i z d  a1  r e c p t o r  l i -  
b r e  en  e l  n i i c l eo  [216-2191. E n  l a  M E  s e  e n c o n t r 6 ,  que a  
d i f e r e n c i a  d e l  H C ,  1 0 s  r e c e p t o r e s  d e  G C  p a r e c e n  p r e v a l e c e r  
en l a s  c 6 l u l  a s  g l  i a l e s ,  y  p r e s e n t a n  p r o p i e d a d e s  d i f e r e n t e s  
en  l a  i n c o r p o r a c i 6 n  n u c l e a r  " i n  v i v o " .  E s t a  d i f e r e n c i a  r e -  
s a l t a  t amb i6n  l a  i m p o r t a n c i a  de  t r a b a j a r  con  s i s t e m a s  v i v o s ,  
en 1 0 s  c u a l e s  s e  pueden d e t e r m i n a r  1 0 s  mecan ismos  mo lecu -  
l a r e s  que o c u r r e n  f i s i o l 6 g i c a m e n t e .  S i  b i e n  1 0 s  e s t u d i o s  
en s i s t e m a s  mds simp1 i f i c a d o s ,  como 1 0 s  c u l  t i u o s  c e l u l a r e s ,  
pueden b r i n d a r  i n f o r m a c i d n  d i f i c i l  de  o b t e n e r  con  e l  an ima l  
e n t e r o ,  e s t o s  e s t u d i o s  deben  t e n e r  como marco de  r e f e r e n c i a  
o b l i g a t o r i o  : a s  o b s e r v a c i o n e s  r e a l i z a d a s  " i n  v i v o " .  La M E ,  
por  s u  rnenor c o m p l e j i d a d  a n a t d m i c a  y  f u n c i o n a l  que  e l  c e r e -  
b r o ,  por  l a  a b u n d a n c i a  de t e j i d o  que p r o p o r c i o n a  y po r  su  
e x c e l e n t e  r e s p u e s t a  a  1 0 s  c o r t i c o i d e s ,  puede s e r  e l  modelo 
a  e l e g i r  para  e s t u d i a r  1 0 s  mecanismos f i s i o l G g i c o s  de 10s 
c o r t i c o i d e s  e n  c G l u l a s  gl i a l e s .  
Los t r a b a j o s  p r e s e n t a d o s  en e s t a  t e s i s  no han a g o t -  
do e l  tema de  l a  a c c i 6 f i  de 1 0 s  c o r t i c o i d e s  en l a  M E .  No s o -  
l a m e n t e  han quedado  a s p e c t o s  que m e r e c f a n  s e r  c o n s i d e r a d o s ,  
s i n 0  que t amb ien  s e  han a b i e r t o  n u e v o s  i n t e r r o g a n t e s  que 
aumentan  aGn mhs l a s  p o s i b i l i d a d e s  d e  e s t u d i o  d e l  m e c a n i s -  
mo de  a c c i 6 n  de l a s  hormonas  a d r e n a l e s  e n  e l  t e j i d o  n e r v i o -  
s o .  Los r e s u l t a d o s  p r e s e n t a d o s  se ra 'n  e l  p u n t o  d e  p a r t i d a ,  
yseguramente s e r v i r a ' n  de  r e f e r e n c i a  a  i m p o r t a n t e s  i n v e s t i -  
g a c i o n e s  que s e  r e a l i c e n  en  e s t e  t e m a .  
E n t r e  1 0 s  a s p e c t o s  en  1 0 s  que a i n  puede  p r o f u n d i z a r -  
s e  s e  e n c u e n t r a n  l a  d e t e r m i n a c i 6 n  de  m a r c a d o r e s  de l a  a c -  
t i v i d a d  b i o l 6 g i c a  e n  e s t e  t e j i d o .  P a r a  1 0 s  G C  p o d r i a n  e s -  
PERSPECTIVAS 
t u d i a r s e  e n z i m a s  t a l e s  como l a  t i r o s i n a  h i d r o x i l a s a ,  g l u -  
t a m i n a  s i n t e t a s a ,  a d e n i l a t o c i c l a s a  y f e n i l e t a n o l  amina-N- 
m e t i l  t r a n s f e r a s a ;  n e u r o t r a n s m i s o r e s  y n e u r o m o d u l a d o r e s  c o 3  
mo c a t e c o l a m i n a s ,  s e r o c o n i n a ,  s u s t a n c i a  P y o p i h c e o s ;  y 
n u c l e 6 t i d o s  c f c l i c o s ,  que en o t r o s  s i s t e m a s  p a r e c e n  s e r  r e -  
g u l a b l e s  por  e s t a s  hormonas  [ 6 9 , 7 4 , 8 9 , 2 2 0 - 2 2 2 1 .  P a r a  1 0 s  
M C ,  de 1 0 s  que s e  p o s e e  menor i n f o r m a c i 6 n ,  p o d r i a  e s t u d i a r -  
s e  l a  enzima c o n v e r s o r a  de a n g i o t e n s i n a  I en  I 1  [ 2 2 3 ] . E s -  
t o s  m a r c a d o r e s  p o d r f a n  u t i l i z a r s e  e n  l a  d e t e r m i n a c i 6 n  d e  
l a  a c t i v i d a d  de  1 0 s  c o r t i c o i d e s  en  e l  SN en  d i s t i n t o s  e s t a -  
dos  f i s i o 1 6 g i c o s  o  p a t o l 6 g i c o s  en 1 0 s  que  s e  e n c u e n t r a  a 1 -  
t e r a d a  l a  r e s p u e s t a  a  e s t a s  hormonas ,  t a l e s  como e l  e s t r e s ,  
l a  v e j e z  y l a  d i a b e t e s  [ 7 7 , 1 5 2 , 2 2 4 ] .  La r e g u l a c i o ' n  d e  1 0 s  
r e c e p t o r e s  po r  o t r o s  f a c t o r e s  como l e s i o n e s  de  l a  ME ( 1 0 0 -  
1 0 2 , 2 2 5 1 ,  o  t r a t a m i e n t o s  con d r o g a s  como v a s o p r e s i n a  y s e -  
r o t o n i n a  que p o d r i a n  e s t a r  i n v o l u c r a d a s  en  l a  r e g u l a c i 6 n  d e l  
r e c e p t o r  de G C  d e l  c e r e b r o  [ 2 2 6 , 2 2 7 ] ,  e s  o t r o  a s p e c t 0  que 
puede a y u d a r  a  c o m p r e n d e r  l a s  f u n c i o n e s  de 1 0 s  c o r t i c o i d e s  
en  e l  S N .  
O t r o  i n t e r r o g a n t e  que aiin no ha s i d o  c o m p l e t a m e n t e  
d i l u c i d a d o  s e  r e f i e r e  a  l a  l o c a l i z a c i 6 n  e x a c t a  d e  1 0 s  r e c e p -  
t o r e s ,  t a r e a  d e  c o m p l e j a  r e s o l u c i b n ,  que puede e n c a r a r s e  
m e d i a n t e  d e t e r m i n a c i o n e s  b i o q u i m i c a s  en pequei ias  z o n a s  d e l  
t e j i d o  e x t r a i d a s  po r  m i c r o p u n c i 6 n  d e  c o r t e s  c o n g e l a d o s ,  o  
b i e n  por a u t o r r a d i o g r a f i a  de  c o r t e s  i n c u b a d o s  con  l a s  h o r -  
monas m a r c a d a s .  E s t o s  e s t u d i o s  s e  e s t s n  i n i c i a n d o  en  n u e s t r o  
l a b o r a t o r i o .  
El hecho de h a b e r  e n c o n t r a d o  d i f e r e n c i a s  e n  l a  i n c o r -  
p o t a c i 6 n  n u c l e a r  " i n  v i v o "  ha p l a n t e a d o  l a  p o s i b i l i d a d  que  
en  t a  M E  e x i s t a n  mecan ismos  a l t e r n a t i v o s  en  l a  a c c i 6 n -  de  1 0 s  
G C  que deben  s e r  i n v e s t i g a d o s .  Los e s t u d i o s  pueden  c e n t r a r -  
L 
s e  en  d e t e r m i n a r  l a  o c u p a c i 6 n  d e  1 0 s  r e c e p t o r e s  c i t o s 6 l i c o s  
" i n  v i v o "  p a r a  v e r  s i  e x i s t e n  mecan ismos  d e  c a p t a c i 6 n  d i -  
f e r e n t e s  o  b i e n  d e t e r m i n a r  l a  p r e s e n c i a  d e  i n h i b i d o r e s  de  
l a  t r a n s f o r m a c i 6 n  o  l a  t r a n s l o c a c i 6 n  d e l  r e c e p t o r .  O t r a  a -  
p r o x i m a c i 6 n  a1 tema e s  l a  s e p a r a c i o ' n  d e  n e u r o n a s  d e  l a  g l i a  
0 e l  u s o  de c u l t i v o s  de d i f e r e n t e s  t i p o s  c e l u l a r e s  p a r a  
d e t e r m i n a r  d i f e r e n t e s  p o b l a c i o n e s  de r e c e p t o r e s .  
0 
S i  b i e n  mucho e s  l o  que r e s t a  p o r  c o n o c e r s e  de 1 0 s  
mecan ismos  m o l e c u l a r e s  e n  e l  SN y muchas son  l a s  d i f i c u l t a -  
des  que e x i s t e n  p a r a  h a l l a r  r e s p u e s t a s  a  1 0 s  i n t e r r o g a n t e s ,  
h a y  v a r i a s  p o s i b i l i d a d e s  a b i e r t a s  p a r a  i n t e n t a r  c o n o c e r  me- 
j o r  e s t o s  p r o c e s o s .  L a s  r e s p u e s t a s  p o d r t i n  s u r g i r  e n  l a  me- 
d i d a  e n  que e s t a s  p o s i b i l i d a d e s  se  r e n u e v e n  y s e  e n r i q u e z -  
can.  E l  o b j e t i v o  de e s t a  t e s i s  se h a b r d  c u m p l i d o  s i  ademds 
de h a b e r  s i g n i f i c a d o  u n  a v a n c e  en e l  c o n o c i m i e n t o  de 1 0 s  
mecan ismos b i o q u f m i c o s  d e  l a  a c c i 6 n  h o r m o n a l ,  t a m b i g n  c o n -  
t r i b u y 6  a1 p l a n t e o  de e s t o s  e n f o q u e s  r e n o v a d o s .  
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